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Der Zellkern ist das namensgebende Kompartiment der eukaryotischen Zelle. Er ist eine kom-
plexe und hoch organisierte Struktur. Im Zellkern laufen essentielle Funktionen wie DNA-Re-
plikation, RNA-Transkription, RNA-Prozessierung und die Zusammensetzung der Ribosomen
ab (Vlcek et al., 2001). Strukturkomponenten des Zellkerns sind das Chromatin, die Kernma-
trix, die Nukleoli und die Kernhülle mit der Lamina.
1.1.1 Die Kernhülle
Die Kernhülle ist zum einen Membranbarriere, die den Zellkern vom Zytoplasma trennt (Het-
zer, 2010). Gleichzeitig reguliert sie den Transport von Makromolekülen zwischen den beiden
Kompartimenten. Sie besitzt darüber hinaus Bindungsstellen, durch die der Zellkern in der
Zelle positioniert wird (Hetzer et al., 2005). Die Kernhülle besteht aus der inneren und äu-
ßeren Kernmembran (IKM und ÄKM) und den Kernporenkomplexen (KPK) (Callan und
Tomlin, 1950; Watson, 1955; Afzelius, 1955; Watson, 1959) Bei höheren Eukaryoten beﬁn-
det sich unter der inneren Kernmembran die Kernlamina (Fawcett et al., 1966). Die beiden
Kernmembranen werden durch einen 10 bis 30 nm breiten perinukleären Spalt voneinander ge-
trennt. An den Kernporenkomplexen gehen die beiden Membranen ineinander über (Watson,
1959). Die äußere Kernmembran hat direkte Verbindung mit dem endoplasmatischen Reti-
kulum (ER) und ist biochemisch und funktionell den ER-Membranen ähnlich (Watson, 1955;
Pathak et al., 1986; Soullam und Worman, 1995; Ellenberg et al., 1997; Wiese et al., 1997).
Die innere Kernmembran enthält speziﬁsche integrale Membranproteine, die Bindungsstellen
für Heterochromatin und die Lamina bieten (Collas und Courvalin, 2000). Innere und äußere
Kernmembran stehen durch Interaktionen integraler Membranproteine des LINC-Komplexes
(engl.: linker of nucleoskeleton and cytoskeleton) miteinander in Verbindung und verknüpfen
so das Kernskelett mit dem Zytoskelett (Hetzer et al., 2005; Lee et al., 2002; Malone et al.,
2003).
Die Kernporen sind große Proteinkomplexe deren Komponenten als Nukleoporine bezeich-
net werden (Suntharalingam und Wente, 2003). Kernporenkomplexe durchspannen die innere
und äußere Kernmembran (Watson, 1955). Sie besitzen eine achtfache Symmetrie in der An-
ordnung ihrer Proteine (Gall, 1967; Franke und Scheer, 1970; Doye und Hurt, 1997). Auf
der Basis von hydrodynamischen und volumetrischen Berechnungen wurde für die Kernpo-
renkomplexe von Saccharomyces cerevisiae eine Masse von 66 MDa und bei Vertebraten eine
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Masse von 125 MDa bestimmt (Brohawn et al., 2009; Rout und Blobel, 1993; Reichelt et al.,
1990). Die räumliche Anordnung aller 456 Komponenten des Kernporenkomplexes von Sac-
charomyces cerevisiae konnte durch computergestützte Analyse von biophysikalischen und
proteinbiochemischen Daten ermittelt werden (Alber et al., 2007a, Alber et al., 2007b). Die
Kernporenkomplexe bilden wässrige Kanäle zwischen Nukleoplasma und Zytoplasma. Ionen
und kleine Moleküle können frei durch diese Kanäle der Kernporenkomplexen diﬀundieren
(D‘Angelo und Hetzer, 2008). Der Transport von Makromolekülen zwischen den beiden Kom-
partimenten wird durch speziﬁsche Im- und Exportsignalsequenzen, die sich auf Proteinen
beﬁnden, reguliert (Capelson und Hetzer, 2009; Cronshaw et al., 2002).
In Vertebraten wird die Kernhülle während der Mitose aufgelöst. Dieser Prozess ﬁndet im
Übergang von der Prophase zur Prometaphase statt und die Untereinheiten der Kernpo-
renkomplexe verteilen sich im Zytoplasma. Die Kernmembranen und Kernmembranproteine
vereinigen sich mit dem ER. Die Lamina depolymerisiert; einige Lamine bleiben mit Mem-
branen assoziiert, andere verteilen sich im Zytosol (Gerace und Burke, 1988). In der frühen
Telophase beginnt der Zusammenbau der Kernhülle, wobei der Kernporen-vermittelte Import
in den Zellkern erst einige Zeit danach wieder einsetzt (Haraguchi et al., 2000).
1.1.2 Die Kernlamina
Die Kernlamina wurde in frühen Studien als eine aus Proteinen bestehende ﬁbrilläre Struktur
nahe der inneren Kernmembran beschrieben (Fawcett, 1966; Pappas, 1956). Die Dicke der
Lamina kann je nach Zelltyp bis zu 100 nm betragen (Ghadially et al., 1980; Höger et al.,
1991a). Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Untersuchungen der Kernhülle von
Xenopus Oozyten zeigten, dass die endogene Lamina ein zweidimensionales Netzwerk auf der
nukleoplasmatischen Seite der inneren Kernmembran ist (Aebi et al., 1986). Dieses Netzwerk
der Kernlamina besteht aus 10 nm dicken Laminﬁlamenten (Aebi et al., 1986). Die genaue
Anordnung dieser Filamente ist bisher jedoch noch nicht vollständig geklärt. So schließen Aebi
und Kollegen (1986) aus den TEM-Aufnahmen, dass sich die Filamente in einem tetragona-
len Netzwerk anordnen. Weiterführende rasterelektronenmikrospische (REM) Untersuchungen
lassen jedoch eher den Schluss zu, dass sich Gruppen von parallel ausgerichteten Filamenten
lateral anordnen und in regelmäßigen Abständen Querverbindungen bilden (Goldberg et al.,
2008a). Diese Querverbindungen sind jedoch mit 5 nm Durchmesser dünner, als die Filamente
(10 nm).
Das Filamentnetzwerk konnte bisher nur in Amphibienoozyten nachgewiesen werden, da
nur in diesen Zellen das Chromatin nicht in Kontakt mit der Lamina steht (Gall et al., 2004).
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Im Gegensatz dazu ist das Chromatin in somatischen Zellen eng mit der Kernlamina assoziiert
(Franke et al., 1981). Dies macht eine genaue Analyse sowohl der strukturellen als auch der
mechanischen Eigenschaften der Kernlamina somatischer Zellen schwierig. Bei der Analyse
der mechanischen Eigenschaften der Kernlamina in somatischen Zellen muss der Einﬂuss des
Chromatins immer mitbeachtet werden. Dies ist ein Hauptgrund weshalb für die Analyse
der strukturellen und mechanischen Eigenschaften der Lamine in dieser Arbeit das Xenopus
Oozytensystem gewählt wurde.
Die Funktionen der Kernlamina umfassen zwei große Bereiche: Zum einen ist dies die struk-
turelle Organisation der Kernhülle, wie zum Beispiel die Anordnung der Kernporenkomplexe,
die Chromatinorganisation und die mechanische Stabilisierung des Zellkerns (Bouvier et al.,
1985; Liu et al., 2000; Goldman et al., 2002; Dahl et al., 2004). Zum anderen ist die Kern-
lamina an Prozessen wie der DNA-Replikation, der DNA-Reparatur, der Transkription, der
Zellteilung und Zelldiﬀerenzierung und der Apoptose beteiligt (Spann et al., 2002; Ruchaud
et al., 2002; Liu et al., 2005; Markiewicz et al., 2005; Shumaker et al., 2008). Diese beiden
Bereiche sind nicht strikt voneinander zu trennen. So kann sich eine Änderung der mechani-
schen Stabilität auf die Morphologie des Zellkerns und die Chromatinorganisation auswirken
und dies kann zu Störungen der DNA-Reparatur Mechanismen führen.
1.2 Lamine
Lamine gehören zu den Intermediärﬁlamentproteinen (IF-Proteine) und bilden die Klasse V
(Szeverenyi et al., 2008). Wie alle IF-Proteine formen Lamine Filamente mit einem Durch-
messer von 10 bis 15 nm (Hutchison und Worman, 2004; Goldberg et al., 2008b). Sie sind
die Hauptkomponente der Kernlamina (Hutchison und Worman, 2004). Aufgrund ihrer bio-
chemischen Eigenschaften und ihres Verhaltens während der Mitose werden die Lamine der
Vertebraten in die Typen A und B unterteilt. In Vertebraten ist das Lamin A in allen Spezies
zu ﬁnden. Die A-Typ Lamine werden durch das LMNA-Gen kodiert. Beim Menschen sind
vier Spleißvarianten des LMNA-Gens identiﬁziert worden: Lamin A, Lamin C, C2 und AΔ10
(Fisher et al., 1986; Furukawa et al., 1994; Machiels et al., 1996). A-Typ Lamine besitzen einen
neutralen isoelektischen Punkt. Sie sind während der Mitose löslich (Krohne und Benavente,
1986; Lehner et al., 1987; Gerace und Blobel, 1980).
Vertebraten besitzen mindestens zwei B-Typ Lamingene: LMNB1, LMNB2. Amphibien,
Vögel und Knochenﬁsche besitzen zusätzlich das B-Typ Lamingen LIII. Es kodiert für das
keimbahnspeziﬁsche Lamine LIII und bei Amphibien zusätzlich für das Lamin LIV (von Mo-
eller, 2010). B-Typ Lamine besitzen einen isoeletrischen Punkt, der bei pH 5,6 oder darunter
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Abbildung 1: Schematische Darstellung einiger proteinbiochemischer Merkmale von Laminen. Die
α-helikale Domäne ist für die Dimerisierung und Filamentbildung verantwortlich. Die Schraﬀur stellt
hoch konservierte Regionen dar. Die α-helikale Domäne ist von der Kopf- und Schwanzdomäne ﬂan-
kiert. In der Kopfdomäne und Schwanzdomäne beﬁnden sich Serin- und Threonin Phoshorylierungs-
stellen. Während des Zellzyklus ändert sich der Phoshorylierungsgrad dieser Stellen. Des weiteren
beﬁndet sich in der Schwanzdomäne ein Kernlokalisationssignal (KLS), welches für die Zielsteuerung
der Lamine in den Zellkern verantwortlich ist, eine CaaX-Box, die für die Zielsteuerung an die innere
Kernmembran notwendig ist und eine posttranslationale Erkennungsstelle, die für Lamin A speziﬁsch
ist und an der Lamin A proteolytisch gespalten wird. Verändert nach Stuurman et al., 1998; Hermann
et al., 2007; und Kuga et al., 2010.
liegt (Krohne und Benavente, 1986). In allen Zellen wird zumindest ein B-Typ Lamin expri-
miert. Mit Ausnahme der LIII Spleißvariante LIIIa sind B-Typ während der Mitose mem-
brangebunden (Firmbach-Kraft und Stick, 1993). Ein weiterer Unterschied zwischen A-Typ
und B-Typ Laminen ist die längere C-terminale Schwanzdomäne bei A-Typ Laminen (Fisher
et al., 1986; Wolin et al., 1987; Peter et al., 1989; Höger et al., 1990).
Die Lamine weisen in ihrem Aufbau die typische dreigeteilte Struktur der IF-Proteine auf,
besitzen jedoch einige Besonderheiten (Abbildung 1). Generell wird bei IF-Proteinen eine
zentrale, α-helikale Domäne N-terminal von einer Kopfdomäne und C-terminal von einer glo-
bulären Schwanzdomäne ﬂankiert (Hutchison und Worman, 2004). Die α-helikale Domäne
besitzt vier Abschnitte (coil 1A, coil 1B, coil 2A und coil 2B), die durch drei Linker Abschnit-
te (L1, L12, L2) miteinander verbunden sind (Herrmann et al., 2007). Diese coil-Abschnitte
besitzen ein sogenanntes Heptaden-Muster ihrer Aminosäurereste. In einer Wiederholungsse-
quenz von sieben Aminosäureresten (Heptade) ragen im regelmäßigen Abstand hydrophobe
Seitenketten an den Positionen eins und vier aus der α-Helix heraus. Diese hydrophoben Sei-
tenketten bilden eine hydrophobes Band, das sich um die α-Helix windet. Dieses hydrophobe
Band reagiert mit den ebenfalls hydrophoben Band einer zweiten α-Helix und bildet dann ein
coiled-coil Dimer aus (Crick, 1952).
Die Besonderheiten im Aufbau der Lamine umfassen drei Bereiche. Das coil 1B ist um 42
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Aminosäurereste (sechs Heptaden) verlängert. Die Schwanzdomäne verfügt über ein Kern-
lokalisationssignal (KLS), welches den Transport der Lamine in den Zellkern initiiert. Am
C-Terminus besitzen die meisten Lamine eine CaaX-Box, die Zielsequenz für eine posttrans-
lationale Isoprenylierung, Proteolyse und Carboxymethylierung ist. Die CaaX-Box besteht
aus einem Cysteinrest, zwei aliphatischen Aminosäurenresten und einem Aminosäurerest, der
den Typ des angehängten Isoprenylrestes bestimmt (Casey, 1992; Zhang und Casey, 1996).
Bei der posttranslationalen Modiﬁkation wird zunächst durch eine Thioetherbindung an der
SH-Gruppe des Cystein ein Isoprenylrest gebunden (Abbildung 2). Ist die terminale Amino-
säure dabei ein Serin, Alanin oder Methionin wird das Cystein farnesyliert. Ist die terminale
Aminosäure hingegen ein Leucin wird das Cystein geranylgeranyliert. Im Fall der der Lami-
ne mit CaaX-Box kommt es zu einer Farnesylierung durch eine Farnesyltransferase (FTase).
Im zweiten Schritt werden durch eine proteolytische Spaltung die drei C-terminalen Ami-
nosäurenreste abgespalten. Dies wird durch die membranständigen Proteasen Zmpste24 oder
Rce1 katalysiert. Durch die Isoprenylcysteinmethyltransferase wird nun das isoprenylierte Cy-
stein carboxymethyliert. Bei A-Typ Laminen erfolgt eine weitere endoproteolytische Spaltung
durch Zmpste24. Im Fall von Xenopus werden dadurch die 18 C-terminalen Aminosäurereste
entfernt (Weber et al., 1989). Hierdurch verliert das Protein seinen Farnesylrest und wird
während der Mitose löslich. B-Typ Lamine bleiben hingegen permanent isoprenyliert (Gerace
und Blobel, 1980).
Der Zusammenbau von Laminﬁlamenten erfolgt mehrstuﬁg. Zunächst kommt es zu ei-
ner Dimerisierung von zwei Laminmolekülen. In ﬂoureszenzmikroskopischen Analysen mit-
tels FRET (engl.: Förster resonance energy transfer) wurde festgestellt, das Homopolymere
gebildet werden, die entweder nur aus Lamin A oder Lamin B1 bestehen (Delbarre et al.,
2006). Die Dimerisierung erfolgt durch die Ausbildung einer coiled-coil Struktur zwischen den
α-helikalen Domänen der Proteine (Aebi et al., 1986). Im nächsten Schritt ordnen sich die
Dimere „Kopf-an-Schwanz“ zu polaren Polymeren an. In vitro bilden diese polaren Polymere
parakristalline Strukuren aus. Dies ist vermutlich auf die stark geladenen Kopf- und Schwanz-
gruppen zurückführen (Broers et al., 2006). Bisher konnte in vitro nur bei dem Laminprotein
von Caenorhabditis elegans (Ce-Lamin) eine Zusammenlagerung zu Filamenten nachgewiesen
werden (Ben-Harush et al., 2009) (Abbildung 3). Zwei polare Polymere ordnen sich antipa-
ralell zu einem tetrameren Protoﬁlament zusammen. Drei oder vier Protoﬁlamente bilden ein
Ce-Laminﬁlament aus (Ben-Harush et al., 2009).
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Abbildung 2: Posttranslationale Prozessierung des C-Terminus von humanen Prälamin A und La-
min B1. Die Prozessierung ﬁndet in mehreren Schritten statt. Durch eine Farnesyltransferase wird
zunächst eine Farnesylgruppe am Cysteinrest der CaaX-Box von Prälamin A und Prälamin B1 an-
gehängt. Anschließend werden die letzten drei Aminosäuren (-aaX) durch eine Endopeptidase abge-
spalten. Danach wird das carboxyterimale Ende des Cysteins durch eine Methyltransferase carboxy-
methyliert. Im letzten Schritt werden beim humanen Prälamin A 15 Aminosäurereste am C-Terminus
durch die Metalloprotease Zmpste24/FACE1 abgespalten. Bei B-Typ Laminen kommt es zu keiner
Abspaltung der C-terminalen Aminosäurereste. Aus diesem Grund bleiben B-Typ Lamine permanent
farnesyliert. Verändert nach Dechat et al., 2008.
1.3 Interaktionspartner von Laminen
Lamine interagieren direkt oder indirekt mit einer Vielzahl von Proteinen im Nukleoplas-
ma und der Kernhülle (Abbildung 4). In vitro binden Lamine an eine Reihe von Proteinen
der inneren Kernhülle wie Emerin, MAN1 (MAN Antigen 1), LBR (Lamin B Rezeptor),
LAP1 (engl.: Lamina associated polypetide 1), LAP2β (engl.: Lamina associated polypetide
2β) und Nesprin-1α. In vivo und in vitro können Lamine direkt an die DNA binden (Rze-
pecki et al., 1998). Die Bindung an die DNA erfolgt dabei durch die α-helikale Domäne.
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Abbildung 3: Bildung von C. elegans Laminﬁlamenten. Das Lamine sind in drei Domänen eingeteilt:
eine Kopfdomäne, eine α-helikale Domäne und eine globluläre Schwanzdomäne. Die α-helikale Domäne
ist in vier α-helikale Segmente unterteilt: 1A, 1B, 2A und 2B. Zunächst formen zwei Monomere
über eine coiled-coil Struktur ein Dimer aus. An einem Ende dieses Dimer beﬁnden sich die beiden
Kopfdomänen am anderen Ende die beiden Schwanzdomänen. Diese Dimere haben eine Länge von 55
nm. Im nächsten Schritt ordnen sich diese Dimere „Kopf-zu-Schwanz“ an und bilden so ein polares
Polymer aus. Zwei polare Polymere ordnen sich antiparallel zu einem tetrameren Protoﬁlament an.




Hierzu müssen die Lamine als Polymere vorliegen (Zhao et al., 1996). Über LBR und das
Heterochromatin-assoziierte Protein HP1 werden indirekt Interaktionen mit Heterochromatin
vermittelt (Holmer und Worman, 2001). Lamine können aber auch direkt an Chromatinprote-
ine wie das Histondimer H2A-H2B binden. Die Bindung an Chromatin erfolgt über Regionen
der Schwanzdomäne (Goldberg et al., 1999; Taniura et al., 1995). Bei Lamin B2 sind dies die
Aminosäure 404-419 und 432-467 (Höger et al., 1991b). Diese Aminosäurerste beﬁnden sich au-
ßerhalb der Ig-Domäne, in einer unstrukturierten Region der Schwanzdomäne (Dhe-Paganon
et al., 2002; Krimm et al., 2002). Lösliche Proteine wie LAP2α, Retinoblastomaprotein, BAF
(engl.: barrier-to-autointegration factor), Komponenten des RNA-Polymerase II-abhängigen
Transkriptionskomplexes und DNA-Replikationskomplexes binden ebenfalls an Lamine. Alle
bisher bekannten LEM-Domäne Proteine (LAP2, Emerin, MAN1 = LEM) binden in vitro an
A- oder B-Typ Lamine (Gruenbaum et al., 2005). LEM-Protein besitzen eine 40 Aminosäure-
reste umfassende LEM-Domäne mit der sie mit BAF interagieren. Im Interphasekern bilden
LEM-Proteine zusammen mit BAF ein Netzwerk, das ein intaktes Laminnetzwerk benötigt.
In Zellen ohne Lamin sind Emerin und MAN1 nicht in der Kernhülle sondern im ER lokalisiert
(Liu et al., 2003; Sullivan et al., 1999). Mutationen in den Laminen können so eine Fehllo-
kalisation von Lamin-bindenden Proteinen auslösen, die wiederum eine Fehllokalisation von
weiteren Proteinen auslösen. Dadurch können biologische Eﬀekte der Mutationen verstärkt
werden. BAF, Lamine und LEM-Proteine (LAP2α) sind auch im Nukleoplasma lokalisiert.
Dort sind sie an Prozessen des Zellzyklus, der Replikation und Transkription beteiligt (Furu-
kawa et al., 2003; Johnson et al., 2004; Vlcek et al., 2002; Gruenbaum et al., 2005).
In Versuchen mit Eiextrakten von Xenopus laevis konnte gezeigt werden, dass bei einer
Depletion von Lamin LIII die Kernhülle zwar aufgebaut wird, jedoch keine Replikation statt-
ﬁndet (Newport et al., 1990). Des Weiteren waren die Lamin-freien Kernhüllen extrem fragil
und erreichten nicht die Größe von Kernhüllen mit Lamin LIII. Nach Zugabe von Lamin LIII
zu den Extrakten setzte die Replikation der DNA wieder ein.
Weitere Assoziationspartner von Laminen im Nukleoplasma sind PCNA (engl.: proliferating
cell nuclear antigen) und RFC (engl.: replication factor complex ), die am Elongationsschritt
der DNA-Replikation beteiligt sind (Moir et al., 2000; Spann et al., 1997). In weiterführenden
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Ig-Domäne von Laminen direkt an PCNA
bindet (Shumaker et al., 2008).
Über das Protein SREBP1 (engl.: sterol regulator element binding protein) nehmen Lamine
auch indirekt Einﬂuss auf die Lipidbiosynthese. SREBP1 ist maßgeblich an der Regulation
der Lipidentsättigung und der Phospholipidbiosynthese beteiligt (Hagen et al., 2010). Die
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Abbildung 4: Topologie der Kernhülle. Die innere und äußere Kernmembran (IKM und ÄKM)
sind durch den perinukleären Spalt (PNS) voneinander getrennt. Im Bereich der Kernporenkomplexe
(KPK) gehen die IKM und ÄKM ineinander über. Der PNS geht direkt in das Lumen des ER über.
Die Kernlamina interagiert mit Proteinen der Kernhülle und mit dem Chromatin. Proteine der IKM
verbinden die Kernhülle mit der Kernlamina und dem Chromatin. Proteine der ÄKM ermöglichen
eine Verbindung zwischen dem Zellkern und dem Zytoskelett. Der Lamin B Rezeptor (LBR) inter-
agiert sowohl mit B-Typ Laminen und als auch HP1. Mitglieder der LEM-Familie (rosa) binden an
Lamine und interagieren mit Chromatin über BAF. SUN-Proteine bilden zusammen mit den Nespri-
nen einen LINC-Komplex aus, der eine Verbindung zwischen der Kernlamina und zytoplasmatischen
Aktinﬁlamenten bildet. Verändert nach Hetzer, 2010.
Bindungsstelle für Lamin A wurde bei SREBP1 zwischen den Aminosäureresten 227 und 487
lokalisiert (Lloyd et al., 2002).
Der LINC-Komplex beﬁndet sich in der Kernhülle von Säugetieren (Haque et al., 2010). Er
dient als Verbindung zwischen der Lamina und den Zytoskelett-Elementen (Östlund et al.,
2009). Die Proteine, die diesen Komplex bilden, sind SUN-Proteine und Nesprine. SUN-Pro-
teine sind in der inneren Kernmembran lokalisiert und besitzen am C-Terminus die konser-
vierte SUN-Domäne (Sad1p, UNC-84). Sie interagieren mit Lamin A und Emerin auf der
nukleoplasmatischen Seite (Haque et al., 2010). Im perinukleären Spalt wird eine Wechselwir-
kung von SUN-Proteinen und Nesprinen über die C-terminale KASH-Domäne (engl.: Klarsicht
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ANC-1 Syne Homology) der Nesprine vermitttelt (Razafsky and Hodzic, 2009). Nesprine be-
sitzen mehrere Spectrin Sequenzwiederholungen im nukleoplasmatischen N-Terminus und eine
Transmembrandomäne. Größere Nesprine besitzen zusätzlich am N-Terminus eine Calponin
Homologie Domäne (CH Domäne), welche an nukleoplasmatisches F-Aktin bindet (Östlund
et al., 2009).
Auch in der Transkription spielen Lamine eine Rolle. Interaktionen zwischen der Lami-
na, DNA und Chromatin-assoziierten Proteinen an der Kernperipherie und im Nukleoplasma
verbinden das Chromatin mit der Kernhülle und nehmen möglicherweise Einﬂuss auf die Tran-
skriptionsaktivität (Mattout-Drubezki und Gruenbaum, 2003). Bereiche der Chromosomen,
die genarm sind, beﬁnden sich dann an der Kernperipherie. Bereiche der Chromosomen, die
hingegen genreich sind, beﬁnden sich im Zentrum des Zellkerns (Boyle et al., 2001; Belmont
et al., 1986; Henning, 1999). Transkriptionsfaktoren interagieren mit der Lamina direkt oder
indirekt. Dies deutet auf eine Beteiligung der Lamina an der Genregulation hin (Mattout-
Drubezki und Gruenbaum, 2003). So ist bei einer Veränderung der Lamina die Transkription
durch die RNA-Polymerase II inhibiert (Spann et al., 2002).
1.4 Aktin
Das intrazelluläre Aktin spielt eine wichtige Rolle in der eukaryotischen Zelle für die Zellbe-
wegung, die mechanische Integrität und die Formgebung der Zelle. In der Zelle liegt Aktin in
einer unpolymerisierten Form (G-Aktin) und einer polymerisierten Form (F-Aktin) vor. Aktin
polymerisiert in halbﬂexible Filamente, die durch Querverbindungen das Aktin Zytoskelett
bilden. Bei der Polymerisation ordnen sich die Untereinheiten zu einer Doppelhelix an, die
einen Durchmesser von 7 bis 9 nm hat. Eine neue Untereinheit verlängert die Helix um 2,7
nm (Carlsson, 2010). Die Anordnung erlaubt es, das eine neue Untereinheit jeweils Kontakt
mit zwei Untereinheiten des Filaments hat.
Säugetiere besitzen insgesamt sechs verschiedene Isoformen von Aktin. Vier Isoformen wer-
de in Skelett-, Herz- oder glatter Muskulatur exprimiert (αSkelettmusulatur, αHerzmuskulatur,
αglatte Muskulatur und γglatte Muskulatur). Die beiden Isoformen βZytoplasma und γZytoplasma wer-
den ubiquitär exprimiert (Perrin und Ervasti, 2010). Alle Aktin Isoformen besitzen eine ähn-
liche Aminosäuresequenz. Die Sequenzidentität beträgt mindestens 93%. Die ubiquitär expri-
mierten β und γ-Aktin Isoformen haben strukturelle und funktionelle Aufgaben innerhalb des
Zytoskeletts (Hild et al., 2010). β-Aktin wechselt zwischen Zellkern und Zytoplasma ständig
hin und her und hat eine Reihe von Funktionen innerhalb des Zellkerns (Zhong et al., 2010).
Ein großer Teil des β-Aktin liegt im Zellkern in der nicht polymerisierten G-Aktin Form
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vor. FRAP-Experimente (engl.: ﬂuorescence recovery after photobleaching) in Zellen, die ein
GFP-β-Aktin Fusionsprotein exprimierten, zeigten ein dynamischen Gleichgewicht zwischen
zwei Populationen von stark diﬀundierenden β-Aktin und von β-Aktin mit niedriger Mobi-
lität im Nukleoplasma (McDonald et al., 2006). Dies lässt auf eine strukturierte Form des
Aktin im Zellkern schließen. Jedoch polymerisiert Aktin im Zellkern nicht zu F-Aktin, das
mit Phalloidin zu detektieren wäre. Stattdessen polymerisiert es zu Zellkern-speziﬁschen oder
unkonventionellen kurzen Polymeren (Bettinger et al. 2004; Pederson and Aebi 2003). In
Xenopus Oozyten ﬁndet der Transport von β-Aktin aus dem Zellkern nicht statt, da der
speziﬁsche Exportfaktor Exportin-6) in diesen Zellen nicht exprimiert wird. Dadurch akku-
muliert das Aktin im Zellkern und steigert die Stabilität des Zellkerns (Clark und Merriam,
1977; Parfenov et al., 1995; Bohnsack et al., 2006). Dabei beträgt die Konzentration von Aktin
im Zellkern 50 μm (2 mg ∗ ml−1) (Bohnsack et al., 2006). Durch Injektion von Exportin-6
in den Zellkern kann Aktin aus den Xenopus Oozytenkernen exportiert werden (Bohnsack et
al., 2006). Hierbei verlieren die Zellkerne durch den Transport von Aktin ihre Stabilität und
werden extrem fragil (Bohnsack et al., 2006).
Aktin spielt ebenfalls eine Rolle bei der Chromatinumgestaltung, der Transkription und bei
der Prozessierung und dem Export von mRNAs (Bettinger et al. 2004; Zhong et al., 2010). Ak-
tin und ARPs (engl.: actin-related proteins) sind Kernkomponenten des SWI/SNF Chromatin
Umgestaltungskomplexes (Olave et al., 2002). Aktin ist auch Komponente des Transkriptions-
Präinitiationskomplexes und stimuliert die Transkription der RNA-Polymerase II (Hofmann et
al., 2004; Percipalle et al., 2001). Es bestehen auch funktionelle Interaktionen zwischen Aktin
und Laminen. Über das LEM-Protein Emerin, welches an Lamin A bindet, ﬁndet eine indi-
rekte Interaktion mit der Lamina statt. Emerin ist auch ein Capping Protein, das am Minus-
Ende des Aktinﬁlaments bindet und die Aktinpolymerisation in vitro beschleunigt (Holaska
et al., 2004). In in vitro Versuchen konnte eine direkte Bindung der Lamin A Schwanzdomä-
ne und Aktin nachgewiesen werden (Sasseville und Langelier, 1998). In der Schwanzdomäne
besitzt Lamin A zwei Aktinbindestellen, wobei eine A Typ-speziﬁsch ist (Zastrow et al., 2004;
Simon et al., 2010). Hingegen besitzen B-Typ Lamine nur eine schwache Aktinbindestelle
(Simon et al., 2010).
1.5 Laminopathien
Das für A-Typ Lamine kodierende LMNA-Gen wurde 1992 und 1993 die Genstruktur beschrie-
ben (Stick, 1992; Lin und Worman, 1993). Eine große Anzahl von Mutationen in diesem Gen
wurden bisher beschrieben und mindestens 13 verschiedene Krankheiten sind bekannt (Capell
11
1 Einleitung
und Collins 2006; Prokocimer et al., 2009). Die erste menschliche Krankheit, die beschrieben
wurde, ist die autosomal dominante Emery-Dreifuss Muskeldystrophie (AD-EDMD) (Bonne et
al., 1999). Weitere Krankheiten sind zum Beispiel das Hutchinson-Gilford-Progerie Syndrom
(HGPS), bestimmte Cardiomyopathien und die Dunningham-Typ Lipodystrophie (Mattout
et al., 2006; Gruenbaum et al., 2005; Rankin und Ellard, 2006). Werden diese Krankheiten
durch eine Mutation der Gene LMNA, LMNB1 und LMNB2 hervorgerufen, spricht man von
primären Laminopathien. Mutationen im ZMPSTE24-Gen werden als sekundäre Laminopa-
thien bezeichnet. Krankheiten, die einen ähnlichen oder gleichen Verlauf aufweisen, jedoch
durch Mutationen in Lamin-assoziierten Proteingenen ausgelöst werden, werden als Envelo-
pathien bezeichnet (Broers et al., 2006). Die Laminopathien können in vier Gruppen unterteilt
werden: Krankheiten, die die gestreifte Muskulatur betreﬀen, Lipodystrophien, Erkrankungen
des peripheren Nervensystems und Krankheiten, die eine verfrühte Alterung zur Folge haben.
Einzelne Symptome können dabei bei mehreren Krankheiten auftreten (Worman und Bonne,
2007).
In die Gruppe der Krankheiten, die die gestreifte Muskulatur betreﬀen fallen AD-EDMD, di-
lative Kardiomyopathie (engl.: dilated cardiomyopathy with conduction system defects, DCM-
CD) und Gliedergürtelmuskeldystrophie-Typ 1B. Bei diesen Krankheiten treten Muskelschwä-
che, Bewegungseinschränkungen durch verkürzte Sehnen, Herzerweiterung, Herzmuskelschwä-
che und Herzrhythmusstörungen auf (Bonne et al., 2000; Fatkin et al., 1999; van der Kooi et
al., 1997). Bei allen drei Krankheiten konnte eine veränderte Kernmorphologie bei Hautﬁbro-
blasten festgestellt werden (Muchir et al., 2004).
Lipodystrophien sind durch eine Umverteilung bzw. einen Verlust des subkutanen Fettge-
webes gekennzeichnet. Bei der familiären partiellen Lipodystrophie-Typ Köbberling Dunning-
ham (FPLD) treten ein Verlust des Fettgewebes an den Extremitäten und eine Anhäufung
des Fettgewebes im Gesicht und am Hals auf. Diese Störungen treten erstmals während der
Pubertät auf und Begleitsymptome wie Insulinresistenz, Glukoseintoleranz, Hypertriglyzerdä-
mie, Diabetes mellitus und Arteriosklerose sind zu beobachten (Dunnigan et al., 1974; Peters
et al., 1998; Garg, 2000).
Eine Krankheit, die das periphere Nervensystem betriﬀt ist die heritäre motorisch sensible
Neuropathie-Typ 2 (Charcot-Marie-Tooth Krankheit). Sie kann autosomal rezessiv und do-
minat vererbt werden (Bouhouche et al., 1999; Bendetti et al., 2005). Symptome sind eine
verlangsamte Nervenleitgeschwindigkeit und Muskelschwäche.
Ein verfrühter Alterungsprozess ist bei der vierten Gruppe von Laminopathien zu beobach-
ten. Zu diesen Krankheiten zählen HGPS, Mandibulare Dysplasie (MAD) und das atypische
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Werner Syndrom. Neben dem verfrühten Alterungsprozess tritt eine Fülle von Symptomen auf
wie Kleinwüchsigkeit, Haarverlust, verringerte Gelenkbeweglichkeit, Sklerodermie, Osteolyse,
Lipodystrophie, Insulinresistenz Diabetes mellitus etc. (Hennekam, 2006; Freidenberg et al.,
1992; Simha und Garg, 2002; Salk, 1982; Chen et al., 2003).
Diese Vielzahl von Krankheitsbildern wirft die Frage auf, wie unterschiedliche Mutationen
in nur einem Gen (LMNA), welches nur in diﬀerenzierten Zellen exprimiert wird, eine solche
Vielzahl von Symptomen hervorrufen können. Hierzu gibt es eine Reihe von Hypothesen, die
auf die verschiedenen Krankheitsgruppen eingehen.
Eine Hypothese geht von einer geschwächten Lamina aus. Laminproteine sind für die struk-
turelle Stabilität des Zellkerns mitverantwortlich. Bei einer Mutation des LMNA-Gens sind
die mechanischen Eigenschaften der Lamina soweit verändert, dass der Zellkern nicht im glei-
chen Maß auf eine mechanische Beanspruchung reagieren kann. Bei Zellen, die ständig unter
mechanischen Stress stehen, wäre dies plausibel (z.B. Herz- und Muskelzellen) (Hutschison et
al., 2001).
Untermauert wird diese Hypothese dadurch, dass HGPS-Zellen und restriktive Dermopathie
(RD) Zellen eine morphologisch veränderte Lamina aufweisen (Navarro et al., 2004; Bridger
und Kill 2004; Goldman et al., 2004). Mit zunehmendem Alter häufen sich diese Anomalien
(Vigouroux et al., 2001; Muchir et al., 2004; Navarro et al., 2004). Der Verlust des LMNA-Gens
in embryonalen Mausﬁbroblasten zeigte, dass nicht nur die Stabilität der Zellkerne verringert
ist, sondern auch die mechanischen Eigenschaften der gesamten Zelle negativ beeinﬂusst sind.
Dies führt zu einer geringeren Toleranz gegenüber mechanischem Stress, wodurch die Zellen
schneller zerstört werden. Eine Erklärung hierfür ist, dass durch ein Fehlen von Lamin A die
Lokalisierung von Nesprinen gestört ist. Hierdurch fehlt eine korrekte Verbindung zwischen
dem zytoplasmatischen Aktinﬁlamenten und dem Zellkern (Libotte et al., 2005; Zhang et
al., 2007). Die eingeschränkte Stabilität spielt ebenfalls eine Rolle bei Krankheiten, die die
gestreifte Muskulatur betreﬀen. So besitzen EDMD Zellen zerstörte Zellkerne, die Chromatin-
organisation ist verändert und die Zellkerne haben einen geringeren Anteil an Nukleoplasma
(Fidzianka und Hausmanowa-Petrusewicz, 2003). In einem Mausmodell für dilative Kardio-
myopathie konnte in Herzmuskelzellen Form- und Größenveränderungen der Zellkerne, Chro-
matinreorganisation und -fragmentierung sowie Änderungen der Kernstruktur nachgewiesen
werden (Nikolova et al., 2004). Die Zerstörung von Zellkernen in der Skelettmuskulatur wirkt
sich möglicherweise weniger stark aus als in Herzmuskelzellen, da Skelettmuskelzellen ein Syn-
zytium ausbilden, die den Ausfall eines Zellkerns kompensieren können, während der Ausfall
eines Zellkerns in den Einzelzellen des Herzmuskels zum Zelltod führt. Dies könnte erklären
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warum Patienten mit Muskeldystrophien häuﬁg an plötzlichem Herzversagen sterben (van
Berlo et al., 2005).
Er wird angenommen, dass die Mutationen, die Laminopathien verursachen, die Struktur
der Lamina soweit verändern, dass die Belastbarkeit der Zellen abnimmt. Mutationen inner-
halb der α-helikalen Domäne stören zwar die Dimerbildung nicht, stören aber möglicherweise
die Bildung von Strukturen höherer Ordnung (Strelkov et al., 2004). Durch Punktmutatio-
nen, die EDMD, dilative Kardiomyopathie und Gürtelmuskeldystrophie auslösen, kann die
dreidimensionale Struktur der C-terminalen Domäne von Lamin A/C destabilisiert werden.
Dadurch werden Wechselwirkungen der Ig-Domäne mit anderen Laminen und weiteren Pro-
teinen beeinträchtigt (Krimm et al., 2002).
Die Hypothese der veränderten Laminamechanik ist ein Erklärungsansatz für Krankheiten,
die Zellen betreﬀen, die mechanischem Stress ausgesetzt sind. Jedoch lassen sich Lipodystro-
phien nur schwierig mit einer veränderten Laminamechanik erklären. Daher wurde angenom-
men, dass Mutationen auch die Genexpression verändern und so Lipodystrophien auslösen
(Cohen et al., 2001). Der Adipozytendiﬀernzierungsfaktor SREBP1 bindet direkt an Präla-
min A (Lloyd et al., 2002; Capanni et al., 2005). SREPB1 reguliert den Transkriptionsfaktor
PPARγ (engl.: peroxisome proliferator-activated receptor), der adipogene Gene aktiviert (Kim
und Spiegelman, 1996; Akerblad et al., 2005). Bei LMNA Mutationen, die FPLD, MAD und
atypisches Werner Syndrom hervorrufen konnte gezeigt werden, dass Prälamin A ausschließlich
an der Kernhülle lokalisiert ist. Dadurch wird SREPB1 ebenfalls an der Kernhülle gefunden
und kann PPARγ nicht aktivieren (Capanni et al., 2005). Fast alle Mutationen, die FPLD
auslösen, bewirken eine Oberﬂächenladung der Ig-Domäne, was Störungen in der Wechsel-
wirkung mit anderen Proteinen verursachen könnte (Dhe-Paganon et al., 2002; Krimm et al.,
2002).
Eine weitere Hypothese geht bei einer Mutation innerhalb des LMNA-Gens von einer ge-
hemmten Diﬀerenzierung der Skelettmuskeln aus. Unterstützt wird diese Hypothese von der
Beobachtung, das Cyclin D3, ein Protein, das an der Diﬀerenzierung von Muskelzellen be-
teiligt ist, direkt an Lamin A/C bindet (Kiess et al., 1995; Bartkova et al., 1998; Mariappan
et al., 2007). Des Weiteren konnten Myoblasten, die mit einer EDMD Lamin A Variante
transﬁziert worden sind, sich nicht weiter diﬀerenzieren. Es wird vermutet, dass für eine Dif-
ferenzierung eine Umorganisation des nukleoplasmatischen Lamin A nötig ist. Diese ist bei
Vorhandensein von mutierten Lamin A nicht mehr möglich (Markiewicz et al., 2005). Die
Hypothese wird dadurch gestützt, dass EDMD Patienten eine stark reduzierte Regenerations-
fähigkeit von Skelettmuskeln haben (Sewry et al., 2001; Broers et al., 2006). Bei EDMD wird
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daher von einer Kombination aus mechanischer Instabilität und reduzierter Diﬀerenzierung
von Muskelstammzellen ausgegangen (Hutchison und Worman, 2004).
Die letzte Hypothese geht von einer Toxizität von Prälamin A aus. HGPS wird in 80% der
Fälle durch die Mutation G608G ausgelöst (McClintock et al., 2006). Bei dieser Punktmu-
tation wird ein Cytosin durch ein Thymin ersetzt. Diese Mutation verändert zwar nicht die
Amninosäuresequenz, jedoch wird dadurch ein kryptische Spleißstelle in Exon 11 aktiviert.
Hierdurch verliert Lamin A 50 Aminosäurereste einschließlich der Erkennungsstelle für die
proteolytische Spaltung am C-Terminus. Das dadurch entstehende Lamin LAΔ50 bleibt per-
manent isoprenyliert (Eriksson et al., 2003; Sandre-Giovannoli et al., 2003). Eine Vermutung
ist, dass dieses permanent farnesylierte Prälamin A den Transkriptionsfaktor p53 aktiviert.
Dadurch treten Zellen früher in ein Ruhestadium ein, was im Organismus zu einer verfrühten
Alterung führt (Varela et al., 2005). Ein weiterer Hinweis für die Toxizität von farnesyliertem
Prälamin A ist die Beobachtung, dass bei Mutationen des ZMPSTE24-Gens ebenfalls Krank-
heiten wie HGPS, MAD und RD auftreten (Shackleton et al., 2005). Dabei soll das permanent
farnesylierte Prälamin A durch seine permanente Lokalisation an der Kernhülle mit B-Typ
Laminen interagieren und zu Lobulierungen der Zellkerne führen. Bei RNAi Expermimenten,
bei denen die Expression von Zmpste24 unterdrückt wird, kommt es ebenfalls zur Anhäufung
von farnesyliertem Prälamin A an der Kernhülle und zur Apoptose der Zellen (Gruber et
al., 2005). Durch Inhibierung der FTase konnte die veränderte Kernform rückgängig gemacht
werden (Capell et al., 2005; Glynn und Glover, 2005; Toth et al., 2005). Die Farnesylierung
alleine kann für die Toxizität nicht aber verantwortlich sein. Zwar konnte die Kernform wie-
der hergestellt, jedoch Kernfunktionen, die die zelluläre Antwort auf DNA-Schäden betreﬀen
nicht wieder hergestellt werden (Liu et al., 2006).
1.6 Ziel dieser Arbeit
Die Lamina ist mitverantwortlich für die mechanische Stabilität des Zellkerns und der Zelle.
In Xenopus Oozytenkernen ist sie ein mechanisch stabiles Netzwerk, das sich reversibel aus-
dehnen kann (Dahl et al., 2004). Bereits mit anderen experimentellen Methoden wurden die
mechanischen Eigenschaften von Zellkernen untersucht (Radmacher, 2007; Lammerding et al.,
2007; Rowat et al., 2008). Jedoch müssen bei diesen Methoden bestimmte Gegebenheiten be-
achtet werden. Generell hat bei der Messung der mechanischen Eigenschaften von somatischen
Zellkernen das Chromatin, welches direkt unterhalb der Kernhülle liegt, immer einen Einﬂuss
auf die Messergebnisse. Dadurch kann der Einﬂuss der Kernlamina auf die mechanischen Ei-
genschaften der Zellkerne nie für sich alleine bestimmt werden. Bei den Laminopathien kann
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es zu einer Umorganisation des Chromatins kommen (Nikolova et al., 2004), wodurch mög-
licherweise die mechanischen Eigenschaften des Chromatins verändert werden. Somit würde
die Messung eines Laminopathiezellkerns nicht nur die Änderung der mechanischen Eigen-
schaften der Kernlamina, sondern auch die des Chromatins messen. In den Zellkernen der
Xenopus Oozyten beﬁndet sich kein Chromatin an der Kernhülle, wodurch dessen Einﬂuss
auf die Messungen ausgeschlossen werden kann.
Durch In vitro Versuche mit Desminﬁlamenten konnte bereits das E-Modul von Intermedi-
ärﬁlamenten bestimmt werden (Kreplak et al., 2008). Bei Laminen war es bisher noch nicht
möglich, in vitro Filamente zu induzieren, sondern nur Parakristallen, die für eine kraftmikro-
skopische Untersuchung ungeeignet sind (Heitlinger et al., 1991; Gieﬀers und Krohne 1991).
Durch eine Messung der Laminaschicht kann das E-Modul des entsprechenden Lamins be-
rechnet werden. Da Xenopus Oozytenkernen nur eine einschichtige, endogene LIII Lamina
besitzen und sich kein Chromatin an der Kernhülle beﬁndet, ist die Messung von Lamin-
schichten mittels TEM einfach zu realisieren.
Zunächst sollte der Einﬂuss von Lamin A auf die Steiﬁgkeit der Xenopus Oozytenkerne
mittels AFM (engl.: atomic force microscope) untersucht werden. Ferner sollte untersucht
werden, ob es eine Korrelation zwischen dem Expressionsgrad von Lamin A und der Steiﬁg-
keit des Zellkerns gibt. Der Expressionsgrad wurde variiert, indem unterschiedliche Mengen
von Lamin A-kodierender DNA in den Zellkern injiziert wurden. Anschließend sollte geklärt
werden, ob sich durch eine Variation des Expressionsgrades auch die Dicke der Lamin A
Filamentschicht verändert.
Wie bereits erwähnt, stabilisiert β-Aktin den Oozytenkern (siehe Seite 11). Durch Entfer-
nen des β-Aktin verlieren die Oozytenkerne ihre Stabilität (Bohnsack et al., 2006). In einem
zweiten Versuchsansatz sollte geklärt werden, ob Lamin A die Funktion des β-Aktin voll-
ständig übernehmen kann und ob β-Aktin einen Einﬂuss auf die Messung von Zellkernen mit
Lamin A hat. Hierbei wurde Lamin A in Xenopus Oozytenkernen exprimiert und gleichzeitig
β-Aktin aus dem Zellkern entfernt.
In Zelldeformationsexperimenten konnte gezeigt werden, dass nur A-Typ Lamine einen
Einﬂuss auf die mechanische Stabilität des Zellkerns haben (Lammerding et al., 2006). In
weiterführenden Experimenten sollte geklärt werden, ob die Beobachtung auch für Xenopus
Oozytenkerne zutriﬀt. Hierzu wurde der Einﬂuss auf die Steiﬁgkeit von Lamin A und Lamin B1
miteinander verglichen. Anschließend wurde nach einer Erklärung für die unterschiedlichen




Der Großteil der in dieser Arbeit aufgeführten molekularbiologischen Methoden wurde aus
„Molecular Cloning: A Labratory Manual“ (Sambrook und Russell, 2001) entnommen. Prote-
inbiochemische und Xenopus-speziﬁsche Arbeitstechniken stammen aus laboreigenen Proto-
kollen. Für die histologischen Methoden wurde das Buch „Elektronenmikroskopische Methodik
in der Zell- und Molekularbiologie“ (Plattner und Zingsheim, 1987) als Quelle genutzt.
2.1 Molekularbiologische Methoden
2.1.1 Sequenzierung
Durch Sequenzierung sollten die exakte Position des humanen Exportin-6 Inserts und die
ﬂankierenden Sequenzen ermittelt werden, um eine Umklonierung des Inserts aus dem mCher-
ry-Vektor in den pCS2+-Flag-Vektor zu bewerkstelligen.
Die DNA-Sequenzierungen wurden mit dem „Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing
Kit“ (Applied Biosystems, Foster City, USA) durchgeführt. Durch eine Polymerase-Ketten-
reaktion (engl.: polymerase chain reaction PCR) wurden die zu sequenzierenden Bereiche am-
pliﬁziert. Alle benötigten Puﬀer und das Enzym sind in dem Kit enthalten. Das Endvolumen
des PCR-Ansatzes betrug 5 μl. Der Ansatz beinhaltete 1 μl „Big Dye“ Reaktionsgemisch, 1 μl
2,5fach Reaktionspuﬀer, sowie 5 pmol Sequenzierprimer und 100 ng Plasmid-DNA zusammen.
Die eingesetzten Primer hatten folgende Sequenz: Exp6-5’-raus: 5’-CAG ACT TTC CAA
TGC CCT GAG-3’ und Exp6-3’-raus: 5’-CGA CCT GCG CTA CTA CAG ACT C-3’, wobei
der Exp6-5’-raus Primer im 5´-Bereich des Exportin-6 Inserts band und die Synthese des
Komplementärstranges in Richtung 5´-Ende aus dem Exportin-6 Insert in die Sequenz des
Vektors initiierte. Entsprechendes galt für den Exp-3’-raus Primer. Die Sequenzierungs-PCR
erfolgte in einem PCR-Cycler (Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
mit folgenden Parametern: Denaturierung für 10 s bei 96 ◦C; Annealing für 10 s bei 55 ◦C;
Elongation für vier Minuten bei 60 ◦C. Es wurden 40 Zyklen durchgeführt und anschließend
erfolgte eine ﬁnale Elongation für 30 s bei 21 ◦C.
Das PCR Produkt wurde mittels Sepharose (Sigma, Heidelberg, Deutschland) entsalzt.
Hierzu wurde die Sepharose in eine 96 Mikrotiterplatte mit durchlässiger PVDF-Membran
(Porengröße 0,45 μm Milipore, Bedford, USA) gegeben und für drei Stunden mit 300 μl
HPLC-Wasser je Vertiefung bei Raumtemperatur gequollen. Anschließend wurden die Sepha-




Die gepackte Sepharose wurde mit 150 μl HPLC-Wasser je Vertiefung gewaschen, wobei für
fünf Minuten bei 910 g zentrifugiert wurde. Das PCR-Produkt wurde mit 20 μl HPLC-Wasser
versetzt und der Ansatz in die Mitte der Sepharosesäule einer Vertiefung der Mikrotiterplat-
te gegeben. Unter die Mikrotiterplatte wurde eine zweite 96 Mikrotiterplatte mit U-Boden
Vertiefungen positioniert, in der das entsalzte PCR-Produkt bei einer Zentrifugation für fünf
Minuten bei 910 g aufgefangen wurde. Die Proben wurden im Max-Planck-Institut für marine
Mikrobiologie, Bremen mit Hilfe eines Genetic Analyzer 3130x1 (Applied Biosystems, Foster
City, California, USA) sequenziert.
2.1.2 Umklonierung
Für die Expression in Xenopus Oozyten und den späteren Nachweis des Exportin-6 mittels
Flag-Tag wurde das Exportin-6-Insert aus dem mCherry-Vektor durch Umklonierung in den
pCS2+-Flag-Vektor gebracht werden. Die Umklonierung erfolgte in mehreren Schritten (Ab-
bildung 5).
Zunächst wurde das Exportin-6 Insert aus dem mCherry-Vektor geschnitten. Hierzu wurde
der mCherry-Vektor mit BamHI für eineinhalb Stunden bei 37 ◦C im Wasserbad verdaut.
Dabei beinhaltete ein 50 μl Ansatz einfach BamHI-Puﬀer (100 mM KCl, 5 mM MgCl2,
0.02% Triton X-100, 0.1 mg/ml BSA, 10 mM Tris-HCl, pH 8,0) (Fermentas St. Leon-Rot,
Deutschland), 10 U des Restriktionsenzyms (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) und
Abbildung 5: Umklonierungsstrategie zum Einsetzen des Exportin-6 Inserts in den
pCS2+-Flag-Vektor. Links sind der Verdauungsansätze des mCherry-Vektors mit dem Exportin-6
Insert dargestellt. Zunächst wurde mit BamHI, anschließend mit EcoRI verdaut und damit das
Exportin-6 Insert aus dem mCherry Vektor geschnitten. Rechts sind die Verdauungsansätze für
den pCS2+-Flag-Vektor darstellt. Diese waren EcoRI und BamHI geschnitten. Zuletzt wird das
Exportin-6 Insert in den pCS2+-Flag-Vektor ligiert.
18
2 Methoden
1,5 ng des Vektors. Durch Erhitzen des Ansatzes für zehn Minuten bei 70 ◦C wurde BamHI
inaktiviert. Danach wurde durch Zugabe von 5 U T4-DNA-Polymerase (5 U/μL) (Fermentas,
St. Leon-Rot, Deutschland), 3 μl 2 mM dNTP (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) die
5’-Überhänge der BamHI Schnittstellen aufgefüllt. Mit Hilfe des „Qiaquick-PCR Puriﬁcati-
on Kit“ (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) wurde der Verdau-Ansatz aufgereinigt. Der
mCherry-Vektor wurde mit EcoRI (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verdaut, wobei
ein 50 μl Ansatz aus einfachen Restriktionsenzym (100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.02% Tri-
ton X-100, 0.1 mg/ml BSA, 50 mM Tris-HCl, pH 7,5), 10 U EcoRI (10 U/μl) (Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland) und 38 μl der aufgereinigten Vektor-DNA-Lösung bestand. Anschlie-
ßend erfolgte ein Aufreinigung der DNA mittels „Qiaquick-PCR Puriﬁcation Kit“ und die
Auftrennung der DNA über ein Agarosegel. Die DNA des Exportin-6 Insert-Fragments wurde
unter UV-Licht aus dem Agarosegel geschnitten. Mit Hilfe eines „Qiaquick Gel Extraction
Kit“ (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) wurde DNA des Exportin-6 Inserts aufgereinigt
und mittels saurer Ethanolfällung gefällt (siehe Seite 20).
Zur Einklonierung des Exportin-6 Inserts in den pCS2+-Flag-Vektor wurden 1,5 ng der
pCS2+-Flag-Vektor-DNA in einem 50 μl Ansatz mit EcoRI für eineinhalb Stunden bei 37 ◦C
im Wasserbad verdaut. Anschließend wurde die pCS2+-Flag-Vektor-DNA mit Hilfe des „Qia-
quick PCR Puriﬁcation Kit“ gereinigt. Die aufgereinigte pCS2+-Flag-Vektor-DNA wurde mit
SnaBI (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) für eineinhalb Stunden bei 37 ◦C im Was-
serbad verdaut. Dabei setzte sich ein 50 μl Ansatz aus 5 μl des einfachen Tango-Puﬀer
(66 mM K-Acetat, 10 mM Mg-Acetat, 0.1 mg/ml BSA, 33 mM Tris-Acetat, pH 7,9) (Fer-
mentas, St. Leon-Rot, Deutschland), 10 U des Restriktionsenzyms (10 U/μl) (Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland) und 38 μl der entsprechenden aufgereinigten Vektor-DNA-Lösung zu-
sammen. Mit Hilfe des „Qiaquick-PCR Säule“ (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) wurde die
pCS2+-Flag-Vektor-DNA aufgereinigt und anschließend und mittels Agarosegel aufgetrennt.
Die DNA des pCS2+-Flag-Vektor wurde unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten.
Mit Hilfe eines „Qiaquick Gel Extraction Kit“ (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) wurde
die Vektor-DNA aufgereinigt und mittels einer sauren Ethanolfällung gefällt (siehe Seite 20).
Anschließend erfolgte die Ligation des Exportin-6-Inserts und des pCS2+-Flag-Vektor die
durch T4 DNA-Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) (siehe Seite 21).
2.1.3 Agarose Gelelektrophorese
Die Auftrennung von DNA- und RNA-Fragmenten erfolgte in 0,6-3% Midi- oder Minigelen
(Midigel: 12 cm x 11 cm x 0,6 cm; Minigel: 8,5 cm x 5 cm x 0,6 cm) durch Agarosegelelek-
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trophorese. Die Agarose (SeaKem, Cambrex Bio Science Rockland Inc., Rockland, ME, USA)
wurde durch Aufkochen in TBE-Puﬀer (89 mM Borsäure, 2 mM EDTA, 89 mM Tris-base,
pH 8,0) gelöst. Verdunstetes Wasser wurde aufgefüllt und die Agarose wurde nach Abkühlung
auf zirka 50 ◦C mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,25 μg/ml versetzt. Als
Laufpuﬀer wurde TBE-Puﬀer verwendet. Die aufzutrennende Probe wurde mit einem Sechs-
tel Volumen Orange-G-Puﬀer (60 mM EDTA, 60% Glycerol, 0,03% Xylen Cyanol FF, 0,15%
Orange-G, 10 mM Tris-HCl, pH 7,6) versetzt. Als Größenstandard wurde 1 μl „Gene Ruler“
1 kb DNA-Ladder Plus (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Je nach Gelgröße
wurde eine Spannung von 50-100 V angelegt. Anschließend wurden die Gele mit dem Gel-
dokumentationssytem LAS-3000 (Fujiﬁlm, Düsseldorf, Deutschland) unter UV-Licht digtital
dokumentiert.
2.1.4 Herstellung von mRNA für die Mikroinjektion und Saure Ethanolfällung
Vor der in vitro mRNA-Synthese wurden die Plasmide mit dem Restriktionsenzym NotI
linearisiert und mit dem „Qiaquick PCR Puriﬁcation Kit“ (Qiagen GmbH, Hilden, Deutsch-
land) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Für den Restriktionsverdau wurden 2 bis 5 μg
Plasmid-DNA, einfacher Orange-Puﬀer (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) (100 mM
NaCl, 10 mM MgCl2, 0,1 mg/ml BSA, 50 mM Tris-HCl, pH 7,5) und 1 μl NotI (10 U/μl)
(Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) eingesetzt. Der Ansatz wurde mit Nuklease-freiem
Wasser auf 50 μl aufgefüllt und eine Stunde bei 37 ◦C im Wasserbad inkubiert.
Nach der Aufreinigung des Restriktionsverdaus wurde eine saure Ethanolfällung durchge-
führt, um die Konzentration der Plasmid-Lösung zu erhöhen. Dafür wurde das Eluat mit 5 μl
3 M Natriumacetatlösung, pH 6,0, 125 μl 100% Ethanol und 1 μl Glykogen (20 mg/ml) ver-
setzt. Dieser Ansatz wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend
für 30 Minuten bei 16.100 g bei 4 ◦C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und
verworfen, das Präzipitat wurde mit 500 μl 70% Ethanol gewaschen. Nach Zugabe des Etha-
nols wurde das Reaktionsgefäß fünf Minuten bei 15.700 g bei Raumtemperatur zentrifugiert,
der Überstand abgenommen und verworfen. Das DNA-Präzipitat wurde ggf. fünf Minuten
im Vakuum (SpeedVac, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) getrocknet. Anschließend wurde
es in 10 μl TE-Puﬀer gelöst. Zum vollständigen Lösen des linearisierten Plasmids wurde das
Reaktionsgefäß für zehn Minuten für 65 ◦C erhitzt.
Die in vitro Transkription erfolgte mit Hilfe des mMessage „mMachineTM SP6 Kits“ (Am-
bion, Darmstadt, Deutschland) nach Herstellerangaben. Nach der mRNA-Synthese wurde die
mRNA über eine „RNeasy-Säule“ (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) aufgereinigt. Nach
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einer Konzentrationsbestimmung über die Messung der optischer Dichte bei 260 nm im Ep-
pendorf Biophotometer (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) wurde die RNA bei −80 ◦C gelagert.
2.1.5 Ligation
Die Ligation des Vektors erfolgte durch eine kovalente Verknüpfung der beiden DNA-Enden
mit Hilfe des Enzyms T4 DNA-Ligase. Zu der aufgereinigten Probe wurden Ligase-Puﬀer
in einfacher Konzentration (10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP, 40 mM Tris-HCl,
pH 7,5), 1 U T4 DNA-Ligase und 20 bis 40 ng Vektor-DNA gegeben und mit Nuklease-freien
Wasser auf 10 μl aufgefüllt. Der Ligationsansatz wurde über Nacht bei 16 ◦C im Wasserbad
inkubiert.
2.1.6 Transformation durch Elektroporation
50 μl Aliquots der elektrokompetenten Bakterien des E. coli Stamms XL1-Blue (Stratage-
ne, San Diego, CA, USA) wurden mit 1 μl des Ligationsansatzes versetzt, gemischt und
luftblasenfrei in eine Elektroporationsküvette mit 2 mm Elektrodenabstand überführt. Am
Elektroporator (Elektroporator 2510, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) wurde eine Span-
nung von 1,8 kV eingestellt und der Stromimpuls initiiert. Direkt nach der Elektroporation
wurden 500 μl auf 37 ◦C vorgewärmtes LB-Medium (0,17 M NaCl, 12 mM MgCl2, 12 mM
MgSO4, 1% Trypton Pepton, 0,5% Hefeextrakt, pH 7,5) mit Glukosezusatz (20 mM Gluko-
se) zur Bakterienlösung gegeben und diese in ein 14 ml Polypropylenröhrchen (Nr. 187261,
Greiner, Frickenhausen, Deutschland) überführt. Zur Regenerierung wurden die Zellen eine
Stunde bei 37 ◦C auf einem Drehrad inkubiert. Anschließend wurden verschiedene Mengen
des Transformationsansatzes auf mit Antibiotikum versetzten LB-Agarplatten (0,17 M NaCl,
1% Trypton Pepton, 0,5% Hefeextrakt, 2% Agar (Difco, Voigt Global Distribution Inc., La-
wrence, KS, USA), pH 7,0 & 100 μg/ml Ampicillin) ausplattiert und die Platten über Nacht
bei 37 ◦C inkubiert.
2.1.7 Plasmid Mini- und Midipräparation
Einzeln liegende Bakterienkolonien wurden in 14 ml Polypropylenröhrchen (Nr. 187261, Grei-
ner, Frickenhausen, Deutschland) mit 3 ml Ampicillin-haltigen LB Medium (100 μg/ml Am-
picillin) überführt und über Nacht bei 37 ◦C auf einem Drehrad inkubiert.
Für die Mini-Präparation, die nach der TELT-Methode (Wilimzig, 1985) durchgeführt wur-
de, wurde 1,5 ml der Kultur eingesetzt. Die Zellen wurden bei 3.300 g für fünf Mintuten
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zentrifugiert. Das Sediment wurde in 150 μl TELT-Puﬀer (2,5 M LiCl, 62,5 mM EDTA, 0,4%
Triton X-100, 50 mM Tris-HCl, pH 7,5) gründlich resuspendiert und mit 15 μl Lysozymlösung
(10 mg/ml) versetzt. Der Ansatz wurde fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, dann
drei Minuten in einem Wasserbad gekocht und fünf Minuten auf Eis abgekühlt. Im Anschluss
wurde das Lysat acht Minuten bei 15.700 g zentrifugiert, das Sediment entfernt und zum
Überstand 100 μl Isopropanol gegeben und gemischt. Der Ansatz wurde für 15 Minuten bei
15.700 g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Präzipitat mit 120 μl 70% Ethanol
gewaschen und zehn Minuten bei 15.700 g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen.
Nach dem Trocknen in einer Vakuumzentrifuge (SpeedVac, Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land) wurde das Präzipitat in 25 μl TE-Puﬀer (1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8,0) resus-
pendiert. Für einen anschließenden Restriktionsverdau wurden 5 μl der Plasmid-DNA-Lösung
eingesetzt.
Für die Plasmid-Midi-Präparation wurden 50 ml LB-Medium mit 1 ml aus der 3 ml Kultur
für die Mini-Präparation angeimpft und über Nacht bei 37 ◦C auf dem Schüttler bei 200 rpm
inkubiert. Die anschließende Plasmid-Präparation erfolgte entweder mit Hilfe des „Plasmid
DNA-Puriﬁcation Kit“ (Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) oder mit Hilfe des „QIAGEN
Plasmid Midi Kit“ (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) nach den Angaben der Hersteller.
2.2 Techniken mit dem Krallenfrosch Xenopus laevis
2.2.1 Ovarentnahme und Präparation der Oozyten
Für eine partielle Ovarektomie wurde ein Xenpous Weibchen zunächst 20 bis 30 Minuten in
0,2% MS222 (3-Aminobenzoesäurethylester Methansulfonat) in Leitungswasser narkotisiert.
Anschließend wurde der Frosch kurz mit Leitungswasser abgespült, um das Narkotikum ober-
ﬂächlich zu entfernen und mit dem Rücken auf Eis gelegt. Mit Hilfe einer chirurgische Pinzette
wurde die Bauchhaut links oder rechts oberhalb der Leiste gefasst und mittels einer Schere
ein zirka 1,5 cm langer Schnitt in Körperlängsrichtung ausgeführt. Danach wurde die darun-
terliegende Muskelschicht ebenfalls durchtrennt. Im nächsten Schritt wurden Teile des Ovars
mit Hilfe einer chirurgische Pinzette entnommen und in eine Petrischale mit OR-2-Puﬀer
(82,5 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM Na2HPO4, 5 mM Hepes-KOH, pH 7,8)
überführt. Die Schnitte in Muskelschicht und Bauchhaut wurden nacheinander mit einem
resorbierbaren Faden (6-0 Polysorb, Tyco Healthcare, Gosport, U.K.) zugenäht.
Das entnommene Ovargewebe wurde in kleinere Stücke geschnitten und mehrfach mit fri-
schen OR-2-Puﬀer gewaschen. Der Puﬀer wurde entfernt und das Gewebe für ein bis drei
Stunden in 0,2% Collagenase (Fluka Sigma-Aldrich, München, Deutschland) in OR-2-Puﬀer
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inkubiert, um die Oozyten aus dem umgebenden Gewebe zu lösen. Nach dem Verdau wur-
den die Oozyten mehrfach in MBS-Puﬀer (88 mM NaCl, 0,82 mM MgSO4, 0,41 mM CaCl2,
0,33 mM Ca(NO3)2, 2,4 mM NaHCO3, 1 mM KCl, 15 mM Hepes-KOH, pH 7,8) gewaschen.
Bei einer unzureichenden Auﬂösung des Gewebes durch die Collagenase wurden die Oozyten
mit Hilfe einer Pinzette von Ovargewebe und Follikelhäuten manuell befreit. Anschließend
wurden die Oozyten in nicht zu hoher Dichte in eine Petrischale mit MBS-Puﬀer überführt.
Die Oozyten wurden bis zur Mikroinjektion bei 18 ◦C gelagert. Schlechte Oozyten wurden
täglich aussortiert, da diese die Vitalität der umliegenden Oozyten beeinträchtigen und der
Puﬀer erneuert.
2.2.2 Mikroinjektion in Oozyten
Für die Mikroinjektion wurden nur Oozyten im Stadium VI verwendet. Die Oozyten wurden
in Vertiefungen mit einem Durchmesser von zirka 1,5 mm einer mit MBS-Puﬀer gefüllten
Injektionsschale überführt. Bei einer Injektion von mRNA wurden die Oozyten mit dem vege-
talen Pol nach oben ausgerichtet, um leicht in das Zytoplasma injizieren zu können. Am Boden
der Injektionsschale beﬁnden sich Vertiefungen, um ein Verschieben der Oozyten während der
Injektion zu vermeiden.
Die verwendeten Injektionsnadeln wurden aus Glaskapilaren (31/2"Drummond # 3-00-203-
G/X Replacement Tubes, Drummond Scientiﬁc Company, Gauting, Deutschland) mit Hilfe
eines Mikropipetten-Pullers (Flaming/Brown Micropipette Puller Modell P-97; Sutter Instru-
ment Company, Novato, CA, USA; Einstellungen: Heat 715; Pull 150; Vel 150; Time 150)
hergestellt. Die Spitzen wurden so abgebrochen, dass der Innendurchmesser in etwa 15 μm
betrug. Vor der Injektion wurden die Injektionsnadeln luftblasenfrei mit Paraﬃnöl befüllt
und in den Nanojet Mikroinjektor (Drummond Scientiﬁc Company, Gauting, Deutschland)
eingespannt. Danach wurde die Kapillare entleert, so dass anschließend die RNA-Lösung auf-
genommen werden konnte. Dazu wurde die RNA-Lösung in einen Paraﬃnöltropfen überführt,
die Spitze der Injektiomsnadel zum RNA-Lösungstropfen in dem Paraﬃnöltropfen geführt und
die RNA-Lösung unter visueller Kontrolle aufgenommen. Bei einer Injektion von mRNA wur-
den 32,2 nl RNA-Lösung mit einer Konzentration von 300 μg/ml injiziert. Dies entspricht
9,6 ng RNA pro Oozyte.
Bei Mikroinjektion von Plasmid-DNA wurden die Oozyten mit dem animalen Pol nach
oben, zur Injektionsnadel hin, in der Injektionsschale ausgerichtet, um die Injektion der Plas-
mid-DNA in den Zellkern zu ermöglichen. Die Plasmid-DNA wurde in einer Endkonzentration
von 37 μg/ml oder 110 μg/ml zusammen mit Dextranblau (Fluka Sigma-Aldrich GmBH,
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München, Deutschland) in einer Endkonzentration von 10 mg/ml in den Zellkern injiziert.
Durch die Injektion von Dextranblau konnte die Injektion in den Zellkern bei der späteren
Kernisolation kontrolliert werden. Pro Oozyte wurden 13,8 nl Plasmid-Dextran-Lösung in den
Zellkern injiziert. Die entspricht bei einer Konzentration von 37 μg/ml 0,5 ng Plasmid-DNA
und bei einer Konzentration von 110 μg/ml 1,5 ng Plasmid-DNA.
Nach der Injektion wurden die Oozyten in Petrischalen mit MBS-Puﬀer überführt und bei
18 ◦C inkubiert.
2.2.3 Isolation von Zellkernen aus Oozyten und Aufarbeitung der Proteinproben
Für die Isolierung der Zellkerne wurden einige Oozyten in 5:1 Hepes-Puﬀer (83 mM KCl,
17 mM NaCl, 10 mM Hepes-KOH, pH 7,2) überführt. Zunächst wurde mit einer feinen Pin-
zette ein Loch in den animalen Pol der Oozyte gestochen. Dieses Loch wurde etwas geweitet
und durch leichtes Drücken auf die Oozyte der Zellkern aus der Zelle herausdedrückt. Der
Zellkern wurde in 5:1 Hepes-Puﬀer mit einer abgerundeten Pasteurpipette vorsichtig auf- und
abpipettiert um anhaftende Reste von von Zytoplasma und Dotter zu entfernen. Zur Fixie-
rung wurden die Zellkerne in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 100% Ethanol überführt und bei –
20 ◦C gelagert. Alternativ wurden die Zellkerne direkt mit möglichst wenig 5:1 Hepes-Puﬀer in
ein 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 10 bis 15 μl Sol E (100 mM DTT, 0,4 mM EDTA, 17,4% (w/v)
autoklaviertes Glycerin, 6% (w/v) SDS, Bromphenolblau, 50 mM Tris-HCl, pH 6,8) überführt
und bei -80 ◦C gelagert. Nach Fixierung mit 100% Ethanol wurde vor dem Auftrennen durch
ein Polyarcylamidgel überschüssiges Ethanol abgezogen. Das restliche Ethanol verdampfte bei
Raumtemperatur aus dem geöﬀneten Reaktionsgefäß. Die fast trockenen Proben wurden mit
10 bis 15 μl Sol E versetzt.
Die Proben in Sol E gelösten Proteine wurden vor dem Gelauftrag für fünf Minuten bei
99 ◦C denaturiert und kurz zentrifugiert. Zur Reduktion von Disulﬁdbrücken wurde 1 μl 1 M
DTT zugesetzt. Für die Aufbereitung der Zytoplasmata wurden diese zunächst in ein 1,5 ml
Reaktionsgefäß überführt. Möglichst der gesamte 5:1 Hepes-Puﬀer wurde entfernt und durch
10 μl MEB-Puﬀer (250 mM Saccharose, 50 mM KCl, 20 mM β-Glycerophosphat, 2 mMMgCl2,
1 mM DTT, 1 mM EGTA, 10 mM Hepes-KOH, pH 7,0) mit 1% Triton-X-100 ersetzt. Dieser
Ansatz wurde homogenisiert und für drei Minuten bei 4.400 g zentrifugiert. Der Überstand
wurde ohne die überlagernde Fettschicht in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 5 μl
2fach Sol E (200 mM DTT, 0,8 mM EDTA, 35% (w/v) autoklaviertes Glycerin, 6% (w/v)
SDS, Bromphenolblau, 100 mM Tris-HCl, pH 6,8) versetzt. Die gelösten Proteine wurde fünf
Minuten bei 99 ◦C denaturiert.
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2.3 Histologische EM Methoden
2.3.1 Fixierung von Oozytenkernen für die Elektronenmikroskopie
Oozytenkerne wurden in 5:1 Hepes-Puﬀer isoliert und sofort in Fixativ (80 mM KCl, 20 mM
NaCl, 2,5% Glutaraldehyd, 50 mM Natriumkacodylat, pH 7,2) (Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland) überführt. Die Fixierung erfolgte für mindestens 30 Minuten auf Eis.
Die ﬁxierten Zellkerne wurden dreimal für fünf Minuten in 50 mM Natriumkacodylat gewa-
schen. Danach erfolgte eine Postﬁxierung und Kontrastierung mit 2% Osmiumtetroxid (Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) (in 50 mM Natriumkacodylat) auf Eis für
eine Stunde. Anschließend wurden die Zellkerne dreimal fünf Minuten in ddH2O gewaschen.
Die zweite Kontrastierung erfolgte für zwölf Stunden bei 4 ◦C im Dunklen in 0,5% wässri-
gen Uranylacetat (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland). Im Anschluss wurden die Zellkerne
dreimal fünf Minuten mit ddH2O gewaschen.
2.3.2 Einbettung der Oozytenkerne in Epon
Die in ddH2O gewaschenen Zellkerne wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert
(zweimal 15 Minuten in 30% Ethanol; zweimal 15 Minuten in 50% Ethanol; zweimal 15 Mi-
nuten in 70% Ethanol zweimal 15 Minuten in 90% Ethanol; dreimal 15 Minuten in 100%
Ethanol). Zur Inﬁltration mit Epon wurden die Zellkerne bei 37 ◦C für dreimal 15 Minuten
in einer 1:1 Mischung von gebrauchsfertigen Epon und 100% Ethanol inkubiert und dann
dreimal 15 Minuten in gebrauchsfertigen Epon inﬁltriert.
Das gebrauchsfertige Epon wurde vorher durch Mischen von 150 μl Beschleuniger DMP-30
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) mit 3 ml Epon I, bestehend aus 1,15 ml Gly-
cidether (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 1,85 ml 2-Dodecenylbernsteinsäurean-
hydrid (DBA) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) und 7 ml Epon II, bestehend
aus 3,7 ml Glycidether; 3,3 ml Methylnadicanhydrid (MNA) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland), hergestellt. Das Epon I und Epon II wurde bei −20 ◦C gelagert und vor der
Verwendung auf 37 ◦C erwärmt. Die Zellkerne wurden in mit Epon gefüllte Gummiformen
überführt. Die Polymeriserung erfolgte über Nacht bei 60 ◦C im Vakuum.
2.3.3 Spreitung von Kernhüllen für die Rasterelektronenmikroskopie
Glas beschichtete Siliziumchips (G3390 Agar Scientiﬁc, Stansted, Essex, England) wurden in
Aceton gewaschen,ggf. mit Poly-L-Lysin beschichtet, indem 5 μl einer 0,1% Poly-L-Lysin auf
einen Siliziumchip gegeben wurden und mit der Kante eines zweiten Siliziumchips gleichmäßig
25
2 Methoden
verteilt wurden. Anschließend wurden die Siliziumchips zwei mal in ddH2O gewaschen und in
5:1 Hepes-Puﬀer überführt.
Der Zellkern einer Oozyte wurde zunächst isoliert und durch auf- und abpipettieren in ei-
ner Glaspipette gesäubert. Der gesäuberte Zellkern wurde anschließend auf einen Siliziumchip
überführt und mittels leichtem Druck auf dem Siliziumchip befestigt. Mit Hilfe von zwei fei-
nen Pinzetten wurde der Zellkern geöﬀnet, nicht anhaftende Teile der Kernhülle wurden mit
einer feinen Nadel entfernt und Reste des Nukleoplasmas weggewaschen. Danach erfolgten
zwei Waschgänge für zwei Minuten in Niedrig-Salz-Puﬀer (1 mM EDTA, 10 mM Hepes-KOH,
pH 7,4) und fünf Minuten in 5:1 Hepes-Puﬀer gewaschen. Die Fixierung erfolgte für zehn Mi-
nuten bis eine Stunde in Glutaraldehyd-Fixativ (2% Glutaraldehyd, 0,2% Gerbsäure (Fluka
Sigma-Aldrich, München, Deutschland), 100 mM Hepes-KOH, pH 7,4). Bis zur weiteren ras-
terelektronenmikroskopische Analyse, die von Dr. M. W. Goldberg in Durham (U.K.) durch-
geführt wurde, wurden die Proben in einem 1:5 verdünnten Glutaraldehyd-Fixativ gelagert.
2.4 Zellbiologische Methoden, histologische Methoden
2.4.1 Schneiden von Oozyten am Ultramikrotom
Die bei der Einbettung der Zellkerne erhaltenen Eponblöcke mit den Zellkernen wurden in
einen Objekthalter eingespannt und die Seite mit dem Objekt mit einer Rasierklinge pyrami-
denförmig zugetrimmt. Danach wurde am Ultramikrotom mit einem Glasmesser (Ultracut R,
Leica, Wetzlar, Deutschland) zunächst die Pyramidenspitze abgetragen (Schnittdicke 600 μm).
Gegebenenfalls wurden zur Kontrolle Schnitte auf einen Objekthalter übertragen und mikro-
skopisch kontrolliert. Für die Herstellung von Ultradünnschnitten wurde ein Diamantmesser
mit Wassertrog eingesetzt. Es wurden 50 bis 90 nm dicke Schnitte hergestellt und auf Kup-
fernetzchen (150 bis 300 Maschen) übertragen. Die Netzchen wurden getrocknet und bis zur
elektronenmikroskopischen Analyse in Sammelboxen aufbewahrt.
2.4.2 Nachkontrastierung von Schnitten
Bei geringem Kontrast wurden die Schnitte mit wässrigem Uranylacetat und Bleicitrat nach-
kontrastriert. Um die Kupfernetzchen leichter und schneller transferieren zu können wurden
die Kupfernetzchen in Schlitze eines Silikonschlauches (Durchmesser 5 mm) gesteckt. Die
Kupfernetzchen wurden 12,5 bis 15 Minuten in ein Reaktionsgefäß mit 0,5% wässrigen Ura-
nylacetat in Dunkelheit kontrastiert. Der Schlauch mit dem Kupfernetzchen wurde danach
viermal fünf Minuten in frischem ddH2O gewaschen und auf Filterpapier getrocknet.
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Bei einer unzureichenden Kontrastierung durch Uranylacetat wurde eine weitere Kontrastie-
rung mit Bleicitrat nach Reynolds (1,33 g Pb(NO3)2, 1,76 g Na-Citrat) durchgeführt. Hierzu
wurde der Schlauch mit den Kupfernetzchen für eine bis zwei Minuten in ein 0,5 Reaktions-
gefäß mit 1% geﬁlterten Bleicitrat nach Reynolds nachkontrastiert. Die Nachkontrastierung
erfolgte unter CO2-Ausschluss. Dafür wurde der Boden einer Plastikbox mit NaOH-Plätzchen
gefüllt, die Reaktionsgefäße in einen Ständer gestellt und der Ständer in die Plastikbox über-
führt, die anschließend verschlossen wurde. Nach der Inkubation wurden die Schnitte dreimal
fünf Minuten in 0,02 M NaOH und dann dreimal fünf Minuten in frischem ddH2O gewaschen.
2.4.3 Elektronenmikroskopie
Die Aufnahmen der Ultradünnschnitte wurden mit einem EM 10A/B Transmissionselek-
tronenmikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) bei 60 kV Beschleunigungsspannung ge-
macht. Zur Bestimmung von Laminadicken und Extrastrukturen dienten TEM-Aufnahmen,
die mit einer 10.500fachen Primärvergrößerung gemacht wurden. Für eine detailierte Dar-
stellung der Lamina bzw. Extrasrukturen wurden Aufnahmen mit einer 26.000fachen bis
40.000fachen Primärvergrößerung gemacht. Die Negative wurden (Art. Nr. ES208, MACO
EMS, Stapelfeld, Deutschland) in der Dunkelkammer entwickelt. Hierzu wurden bis zu 21
Negative in einem Negativhalter befestigt und dieser bis zu sieben Minuten bei 21 ◦C in einer
frischen Entwicklerlösung (Reﬁnal R, Agfa, Düsseldorf, Deutschland) bei ständigem Schüt-
teln inkubiert. Bei einer älteren Entwicklerlösung oder niedrigeren Temperaturen wurde die
Entwicklungszeit auf bis zu neun Minuten verlängert. Die Entwicklung wurde durch eine zwei-
minütige Inkubation im Unterbrecherbad (5% Essigsäure) gestoppt. Anschließend wurden die
Negative für sieben Minuten im Fixativ (Hypam, Ilford, Knutsford, UK) ﬁxiert. Unter ﬂie-
ßendem Wasser wurden die Negative für 30 Minuten gewässert, um Reste der Chemikalien
zu entfernen. Danach wurden sie einzeln kurz in Netzmittel (Mirasol, Tetenal, Norderstedt,
Deutschland) getaucht um Wasserﬂecken zu vermeiden, und bei 30 ◦C getrocknet. Die Ne-
gative wurden mit einem Scanner (CanoScan 9900F, Canon, Krefeld, Deutschland) bei einer
Auﬂösung von 1200 dpi und in Graustufen digitalisiert. Gegebenenfalls wurde mit dem Bild-
bearbeitungsprogrammen Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems, San Jose, CA, USA) oder
GIMP 2.6.11 (www.gimp.org/) bearbeitet. Hierbei wurde die Helligkeit oder der Kontrast




2.5.1 Herstellung von SDS-Polyacrylamidgelen
Für die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer relativen Molekülmasse wurde die dis-
kontinuierliche, denautrierende Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach Laemmli (1970) verwendet. Folgende Gellösungen wurden eingesetzt: 10% Trenn-
gel (10% Arcylamid, 0,3% Bisacrylamid, 0,75 mM EDTA, 0,1% SDS, 0,1% Thiodiglykol,
375 mM Tris-HCl, pH 8,8) und 6% Sammelgel (6% Arcylamid, 0,16% Bisacrylamid, 0,75 mM
EDTA, 0,1% SDS, 0,1% Thiodiglykol, 375 mM Tris-HCl, pH 6,8). Durch Zugabe von 0,05%
Ammoniumpersulfat sowie 0,3% TEMED (N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin) wurde die
Polymerisierung der Gele ausgelöst. Für die Herstellung der Gele wurden Mehrfachgießstände
für vier Gele verwendet. Dabei wurde zunächst das Trenngel mit 6 cm Höhe, 9 cm Breite
und 1 mm Dicke gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Die Überschichtung des Trenn-
gels mit Isopropanol sorgte für eine glatte Oberﬂäche. Nach Polymerisierung des Trenngels
wurde das Isopropanol abgegossen und Reste mit Filterpapier aufgenommen. Danach wurde
das Trenngel mit dem Sammelgel überschichtet und der Kamm waagerecht und luftblasen-
frei eingesetzt. Nach dem Ausploymerisieren wurden die Gele in ddH2O befeuchtete Tücher
gewickelt und bei 4 ◦C gelagert.
2.5.2 SDS-Gelelektrophorese
Die aufzutrennenden Proteine wurden mit Auftragspuﬀer versetzt und zur Denaturierung
fünf Minuten bei 99 ◦C erhitzt und für zehn Sekunden zentrifugiert. Der verwendete Größen-
standard (Page Ruler Prestained Protein Ladder, Fermentas, St. Leon-Rot: 170 kD; 130 kD;
100 kD; 70 kD; 55 kD; 40 kD; 35 kD, 25 kD, 15 kD, 10 kD) wurde direkt aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte zunächst bei 7,5 mA pro Gel, bis die Lauﬀront des Bromphenolblau
das Sammelgel passiert hatte. Anschließend wurde die Elektrophorese bei einer konstanten
Stromstärke von 15 mA pro Gel fortgesetzt, bis die Lauﬀront des Bromphenolblau das Ende
des Trenngels erreicht hatte. Die Auftrennung erfolgte in einem Tris-Glycin-Elektronenpuﬀer
(192 mM Glycin, 25 mM Trisbase, 1% SDS (w/v)).
2.5.3 Westernblot
Nach der Gelelktrophorese wurden die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran (Mil-
lipore, Billerica, MA, USA) mit den Massen 6 x 9 cm übertragen. Die PVDF-Membran wurde
zuerst für 30 s in Methanol aktiviert und in Borat-Transferpuﬀer (20 mM EDTA, 400 mM Bo-
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rat, pH 8,8) äquilibriert. Anschließend wurde das Gel und die PVDF-Membran zwischen mit
Borat-Transferpuﬀer äquilibrierten Whatmanﬁlter gelegt und in die Blot-Apparatur einge-
spannt. Die Blotkammer wurde bis zum oberen Rand mit Borat-Puﬀer gefüllt und die Anode
in Richtung der Membran, die Katode in Richtung des Gels angeschlossen. Der Transfer er-
folgte für je 20 Minuten bei einer Stromstärke von 200 mA, 300 mA, 400 mA und anschließend
für eine Stunde bei einer Stromstärke von 540 mA.
2.5.4 Färben der Membran und Antikörpernachweis
Nach der Übertragung der Proteine auf die PVDF-Membran wurden die Proteine in einer
Coomassie-Lösung (0,2% Coomassie Brilliant Blue R 250, 40% Ethanol, 5% Essigsäure) für
eine Minuten gefärbt. Anschließend erfolgte die Entfärbung mit einer Entfärber-Lösung (40%
Ethanol, 5% Essigsäure), bis die Proteinbanden deutlich zu erkennen waren. Danach wurde
die Membran getrocknet und die einzelnen Spuren der aufgetrennten Proteine sowie die Ban-
den des Größenstandards markiert. Die Membran wurde im Anschluss zur Dokumentation
gescannt. Im Anschluss wurde die Membran mit Methanol gewaschen und getrocknet. Das
Waschen mit Methanol hat zur Folge, dass das Wasser auf der Membran verdrängt wird.
Die Oberﬂäche der Membran wird dadurch hydrophob. Ausgenommen davon sind Stellen, an
denen sich Proteine beﬁnden. Die Membran wurde vor der Inkubation mit dem primären An-
tikörper in PBS-Tween-Puﬀer (1,4 M NaCl, 26 mM KCl, 14 mM KH2PO4, 0,25% Tween-20,
66 mM Na2HPO4, pH 7,4) äquilibriert.
Primäre Antikörper wurden in PBS-Tween mit 0,1% Milchpulver verdünnt und die Mem-
bran wurde mit 10 ml der Antikörper-Lösung eingeschweißt. Die Inkubation erfolgte entweder
über Nacht bei 4 ◦C auf einen Schüttler oder für zwei Stunden bei 37 ◦C im Wasserbad. Die
Membran wurde dreimal zehn Minuten mit PBS-Tween gewaschen. Die Inkubation mit dem
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten sekundären Antikörper (Verdünnung 1:10.000) erfolgte in
einem Volumen von 10 ml PBS-Tween mit 0,1% Milchpulver für eine Stunde bei Raumtem-
peratur auf dem Schüttler. Die Membran wurde danach dreimal zehn Minuten in PBS-Tween
gewaschen. Das Chemilumineszenzsubstrat (Super Signal West Pico Chemiluminescent Sub-
strate, Pierce, Bonn, Deutschland) wurde auf die Membran gegeben (1,5 ml der Lösung pro
Membran). Die Membran wurde anschließend in eine durchsichtige Plastikfolie eingeschweißt.
Zehn Minuten nach Zugabe des Chemilumineszenzsubstrat erfolgte die Detektion der Proteine





Im Jahr 1986 entwickelten Binning und Kollegen das Rasterkraftmikroskop, ein Rasterson-
denmikroskop das über atomare Auﬂösung verfügte. Bereits zuvor entwickelte Rastersonden-
mikroskope, wie das Rastertunnelmikroskop, nutzen das Prinzip einer sehr scharfen Sonde, die
die Oberﬂäche einer Probe abfährt, wobei verschiedene Wechselwirkungen zwischen der Sonde
und der Oberﬂäche gemessen werden (z.B. der elektrische Tunnelstrom beim Rastertunnel-
mikroskop). Das Rasterkraftmikroskop ermöglicht es, biologische Proben unter natürlichen
Bedingungen mit sehr hoher Auﬂösung sowohl im Bezug auf ihre Oberﬂächentopographie als
auch im Hinblick ihr Materialeigenschaften zu untersuchen. Im Unterschied zu klassischen
Mikroskopen, bei denen das Licht über Linsen fokussiert wird und deshalb die Auﬂösung
durch die Wellenlänge beschränkt ist, entsteht beim AFM das Bild der Oberﬂäche über die
rasternde Abtastung der Probe (Morris et al., 1999) (Abbildung 6).
Bei der Abtastung der Probe tritt die Messspitze (Sonde) am Ende einer Blattfeder (Can-
tilever) in Wechselwirkung mit der Probe. Dabei wird die Auﬂösung im abbildenden Modus
im wesentlichen durch den Krümmungsradius der Spitze bestimmt, wobei der Krümmungsra-
dius typischerweise einige Dutzend Nanometer beträgt. Die Bewegung der Probe in alle drei
Raumrichtungen wird durch Piezoelemente ermöglicht, die sich je nach angelegter Spannung
ausdehnen bzw. zusammenziehen. Die durch den Kontakt mit der Probe bedingte Auslen-
kung des Cantilevers wird über einen Laserstrahl gemessen, der an der Spitze des Cantilevers
reﬂektiert wird und von einer in vier Teile segmentierten Photodiode detektiert wird. Durch
die Bestimmung der Diﬀerenz der Intensitätsunterschiede zwischen den oberen und unteren
Segmenten der Photodiode lässt sich so die vertikale Cantileverauslenkung betimmen, wo-
gegen Unterschiede zwischen den linken und rechten Segmenten laterale Verbiegungen des
Cantilevers anzeigen (Morris et al., 1999).
Bei den Abbildungsverfahren der Rasterkraftmikroskope unterscheidet man zwischen zwei
unterschiedlichen Modi (Kontaktmodus, Tappingmodus). Im Fall des Kontaktmodus wird die
vertikale Auslenkung des Cantilevers während des Rasterns durch Ausdehnung oder Kon-
traktion des vertikalen Piezoelements konstant gehalten. So ist gewährleistet, dass immer die
gleiche Kraft zwischen Probe und Spitze wirkt, was bei sensiblen biologischen Proben von
großer Wichtigkeit ist.
In dieser Arbeit wurden „Kraft-Abstands-Kurven“ (kurz: Kraftkurven) gemessen, ein Ver-
fahren das erlaubt, Oberﬂächen- und Materialeigenschafen von Proben zu untersuchen. Die
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Abbildung 6: Komponenten und Funktionsweise eines AFM. Die Probe kann mit Hilfe eines Pie-
zoelementes in alle drei Dimensionen unter den Cantilever positioniert werden. Die Auslenkung des




Kraftkurven werden aufgezeichnet, indem die Auslenkung des Cantilevers (δc) (Abszisse) ge-
gen die Auslenkung des vertikalen Piezoelements (Δz) (Ordinate) aufgetragen wird (Abbil-
dung 7).
Das Probe durchfährt dabei ein vom Experimentator vorgegebenes Intervall. Die Messspitze
steht zunächst nicht mit der Probe in Verbindung („freier Cantilever“). Dehnt sich das Pie-
zoelement nun aus, nähert sich die Messspitze der Oberﬂäche an, bis sich die beiden durch
Abbildung 7: Beispiel einer Kraftkurve, die von einer harten Oberﬂäche gemacht wurde. Der rote
Abschnitt entspricht der Annäherung des Cantilevers an die Probe. Der blaue Abschnitt dem Zu-
rückfahren des Cantilevers von der Probe. Zunächst wird der Abstand zwischen der Probe und der
Messspitze verkleinert. Es kommt jedoch zunächst zu keinem Kontakt (Freier Cantilever). Beim Kon-
takt und weiterer Annäherung des Cantilevers an die Probe stoßen sich Cantilever und Probe ab,
wobei sich der Cantilever verformt wird (Abstoßende Kräfte). Beim Zurückfahren des Cantilevers
können sich Cantilever und Probe anziehen und der Cantilever wird in die andere Richtung verformt
(Anziehende Kräfte). Die Steigung s errechnet sich aus der Auslenkung des Cantilevers δc dividiert
die Auslenkung des Cantilevers Δz. (Verändert nach Langer und Koitschev, 2002).
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van-der-Waals- und elektrostatische Kräfte anziehen. Die Messspitze wird dabei leicht nach
unten gebogen und es kommt zum Kontakt. Durch weiteres Ausdehnen des Piezoelements
erhöht sich sich die Kraft auf die Probe („Abstoßende Kräfte“), bis zu einer vom Experimen-
tator vorgebenenn Wert. Danach wird die Probe wieder gesenkt, indem das Piezoelement
kontrahiert. Der Kontakt zwischen Messspitze und Probe bleibt auf dem Rückweg über den
Nullpunkt hinweg erhalten („Anziehende Kräfte“), bis die Federkraft die Anziehungskräfte
übersteigt und die Feder in ihre Ausgangsposition zurück springt (Langer und Koitschev,
2002).
2.6.2 Kraftmikroskopische Analyse der Oozytenkerne
Theoretischer Hintergrund
Wie bei den meisten biologischen Proben sind auch die Zellkerne von Xenopus laevis weich.
Für die Messung bedeutet das, dass beim Bewegen der Probe gegen den Cantilever nicht nur
der Cantilever ausgelenkt wird, sondern auch die Probe eingedrückt wird (Abbildung 7).
Es können zwei Grenzfälle angenommen werden, die bei der Auswertung der Kraftkurven
zwei unterschiedliche mechanische Modelle benutzen. Wenn die Zellkernhülle im Vergleich
zum darunterliegenden Nukleoplasma sehr steif ist, kann das mechanische Modell einer dün-
nen elastischen Schale, die durch eine punktuelle Kraft deformiert wird, angewandt werden
(Arnoldi et al., 2000).
In diesem Fall wäre das Verhältnis zwischen ausübender Kraft gegenüber der Eindrückung
linear. Zellkern und Cantilever werden dabei als Hookesche Federn betrachtet, deren Ausdeh-
nung proportional zur aufgewendeten Kraft ist (Hookesche Gesetz) :
F = k ∗ δ (1)
mit der Federkonstante k und der Auslenkung δ, wobei ein Kräftegleichgewicht zwischen
Cantilever (C) und Zellkern (ZK) vorliegt:
δC ∗ kC = δZK ∗ kZK
oder
δZK = δC ∗ kC
kZK
(2)
Liegen die Federkonstanten des Cantilever und des Zellkerns in etwa der gleichen Größenord-
nung und bewegt sich der Piezo um Δz, wird diese Strecke auf die Auslenkung des Cantilevers
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und die Verformung des Zellkerns entsprechend der Federkonstante verteilt (Abbildung 8):
Δz = δZK + δC (3)
Führt man nun die Formeln 2 und 3 zusammen, ergibt sich:











(1 + kCkZK )
(4)
Dabei entspricht der Quotient aus der Auslenkung des Cantilevers δC und der Höhe der





Führt man die Formeln 4 und 5 zusammen, ergibt sich daraus:
s =
1
(1 + kCkZK )
Durch Umformen erhält man:
kZK = kC ∗ s
(1− s) (6)
Ist die Federkonstante des Cantilever bekannt, kann mit Hilfe der Steigung der Kraftkurve,
die Federkonstante des Zellkerns bestimmt werden. Für die Berechnung wurde nur der Hinweg
der Kraftkurve berücksichtigt. Die Federkonstante des Cantilevers wurde über die Methode
der thermischen Schwingung bestimmt (Hutter und Bechhoefer, 1993).
Es muss allerdings beachtet werden, dass sich nach der Formel (6) die Federkonstante des
Zellkerns mit der Steigung nicht linear verändert (Abbildung 9), wobei hier die Federkonstante
des Zellkerns gegen die Steigung der Federkonstante aufgetragen wurde.
In Bereichen mit sehr kleiner oder sehr großer Steigung wirken sich Fehler in der gemessenen
Steigung sehr stark auf die berechnete Federkonstante aus und können so zu großen Fehlern
führen. Das bedeutet, dass Cantilever und Probe Federkonstanten von ähnlicher Größenord-
nung haben sollten, um verlässliche Werte für die aus der Steigung berechneten Federkon-
stanten zu erhalten (Torii et al., 1996).
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Abbildung 8: Vereinfachtes Messprinzip dieser Dissertation. (A) Der Zellkern und der Cantilever
können als zwei in Serie geschaltete Federn angesehen werden. Die Federkonstante des Cantilevers (kC)
ist dabei bekannt. (B) Bei einer Ausdehnung des Piezoelementes (Δz) kommt es zu einer Verformung
des Cantilevers (δC) und des Zellkerns(δZK). Dabei verteilt sich je nach Federkonstante von Cantilever
und Zellkern die Verformung auf beide (Δz=δC+δZK) Dadurch kann die Federkonstante des Zellkerns
(kZK) mittels der Formel 6 errechnet werden.
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Dieses mechanische Modell wurde bereits bei AFM-Untersuchungen von Bakterien verwen-
det (Arnoldi et al., 2000).
Das zweite Modell, das die elastische Antwort eines weichen Materials auf eine Eindrückung
durch einen Stempel beschreibt, beruht auf einer Arbeit von Heinrich Hertz über sphärische
Eindruckkörper, das auf den Fall einer Eindrückung durch einen konischen „Stempel“ erwei-
tert wurde (Hertz, 1882; Sneddon, 1965; Johnson, 1985). Im Fall eines konischen „Stempels“,
kann die Belastungskraft F durch die Materialeigenschaften (Elastizitätsmodul E und Poisson-
Verhältnis /nu), den halben Öﬀnungswinkel α des konischen Stempels und die Eindrückung




∗ tan(α) ∗ E
1− ν2 ∗ δ
2 (7)
wobei das Poisson-Verhältnis das Verhältnis aus relativer Dickenveränderung Δd/d zur
relativer Längenänderung Δl/l bei Einwirkung einer äußeren Kraft oder Spannung (Kölln,




wobei ein Wert von 0,5 einem nicht komprimierbaren Material entspricht, was eine an-
gemessene Annahme für ein wässriges, weiches polymeres Gel wie das Nukleoplasma bzw.
Kernskelett ist (Radmacher, 2007).
Das Elastizitätsmodul E (E-Modul) ist ein Materialkennwert, der den Zusammenhang zwi-
schen Dehnung und Spannung bei der Verformung eines festen, sich linear, elastisch verhalte-
nen Körpers beschreibt.
Bezogen auf die Messungen der Zellkerne bedeutet dies, dass die mechanische Antwort der
Kernhülle vernachlässigt wird, und die mechanische Antwort vom darunterliegenden dreidi-
mensionalen Nukleoplasma bzw. Kernskelett kommt.
Ausführung
Um die Federkonstante der Zellkerne zu bestimmen, wurden diese zunächst in 5:1 He-
pes-Puffer isoliert und von anhängendem Zytoplasma befreit. Die Zellkerne wurden in Petri-
schalen mit 0,5 μm Vertiefungen platziert. Die Messungen erfolgten mit dem Rasterkraftmi-
kroskop MFP-3D (Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA), das auf einem invertierten
Phasenkontrastmikroskop (Axiovert 200, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit 10fach Ob-
jektiv montiert war. Für die Messungen wurde der längste, sich auf dem Chip beﬁndliche




Um eine höhere statistische Sicherheit zu ermöglichen und lokale Inhomogenitäten zu er-
kennen, wurden sogenannte Kraftkarten (engl. force volumes) erstellt, die eine Fläche von
20 x 20 μm hatten. Pro Kraftkarte wurden 100 Kraftkurven erstellt (Abbildung 10).
Anschließend wurden die Kraftkurven der Kraftkarten noch auf ihre korrekten Verlauf über-
prüft. Zum einen wurde eine Gerade an die ersten 10% der Kraftkurve angepasst (grüner Strich
am Anfang von jeder Kraftkurve, Abbildung 10). Lag dabei die Steigung dieser Gerade über
0,1 (D in Abbildung 10) wurde die Kraftkurve verworfen. Dies sollte die Auswertung von
Kraftkurven ohne horizontalen Anteil ausschließen, die entstehen können, wenn der Zellkern
an der Messspitze kleben bleibt und der Cantilever nicht mehr frei beweglich war. Zum ande-
ren wurde die Anpassung einer Geraden an die Kraftkurve überprüft, wobei die Gerade zur
Berechnung der Steigung der Kraftkurve benutzt wurde. Die Anpassung wurde mit Hilfe des
Korrelationskoeﬃzienten nach Pearson berechnet. Dieser beschreibt, wie stark die Kraftkurve
mit der angepassten Gerade übereinstimmt, wobei ein Wert von 1 vollständige Übereinstim-
mung bedeutet. Lag der Wert des Pearson-Koeﬃzienten unter 0,995 wurde die Kraftkurve
ebenfalls verworfen (Abbildung 10 C).
Die berechneten Federkonstanten eines Zellkernes wurden zusammen aufgetragen und der
Median aller Werte eines Zellkerns wurde berechnet. Der Median bezeichnet die Grenze zwi-
schen der oberen 50% der unteren 50% der gemessenen Werte. Die Benutzung des Mittelwer-
tes und der Standardabweichung hätte ein falsches Bild der wahren Verteilung wiedergegeben.
Dies sollte sicherstellen, dass zu große oder kleine Werte der Steiﬁgkeit zu keiner Verzerrung
der Daten führen, da die Verteilung der Werte nicht für eine Normalverteilung sprach.
Das schwarze Rechteck stellt einen sogenannten Boxplot dar, dessen unterer Wert dem 25%
Quantil und dessen oberer Wert dem 75% Quantil entspricht. Das bedeutet, dass 50% aller
Werte im Bereich dieses Rechtecks liegen. Zur zusätzlichen Veranschaulichung wurden noch
sogenannte Whiskers eingezeichnet. Sie entsprechen hier 5% bzw. 95% Quantil (Fahrmeir et
al., 2007).
Auswertung der TEM-Aufnahmen
Die Auswertung der Laminadicken erfolgte anhand von TEM-Aufnahmen mit einer 10.500fa-
chen Primärvergrößerung. Die Messungen erfolgten mit dem Programm ImageJ 1.42q. Zu-
nächst wurde die Dicke der Lamina bestimmt. Der durchschnittliche Abstand der einzel-
nen Messpunkte betrug dabei im Experiment mit unterschiedlichen Plasmid-DNA-Konzen-
trationen 0,35 μm und im Experiment mit Exportin-6 0,55 μm. Pro untersuchten Zellkern
wurden durchschnittlich im Plasmid-DNA-Konzentrations-Experiment 90 Messwerte und im
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Exportin-6 Experiment 181 Messwerte gemacht. Dabei wurden durchschnittlich 49 μm bzw.
64 μm der Kernhülle untersucht (Abbildung 11).
Bestimmung des E-Moduls
Das E-Modul beschreibt eine mechanische Eigenschaft, die für jedes Material bestimmt
werden kann. In dieser Arbeit sollte mit Hilfe der Federkonstanten und der gebildeten La-
minaschicht das E-Modul der induzierten Lamina bzw. das E-Modul der Lamin A Filamente







wobei r der Radius des Zellkerns, kZK die Federkonstante des Zellkerns und h die Dicke der
Kernhülle ist. Bei der Berechnung wurde bei allen Zellkernen die Dicke der Doppelmembran
(ca. 35 nm) zu der Laminadicke addiert. Es wurde hierbei ein Radius des Zellkerns von 315 μm
angenommen.
















Dabei wurden für Δk die Standardabweichung des Mittelwertes der Zellkerne einer Gruppe
benutzt. Für Δh konnte nur die Mittelwertabweichung zu den zwei Medianen einer Gruppe
benutzt werden, da nur Zellkerne pro Gruppe in jedem Experiment gemessen wurden.
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Abbildung 9: Abhängigkeit der Federkonstante des Zellkerns (kZK) von der Steigung s der Kraftkur-
ve bei einer Cantileverfederkonstante von 10 mN/m. Die Federkonstante ist logarithmisch aufgetragen.
Im Bereich von ca. 0,2 bis 0,8 ist ein ﬂacher, linearer Verlauf sich sichtbar. In den Extrembereich (0
bis 0,2 und 08 bis 1) wirkt sich eine Veränderung der Steigung stärker auf die Federkonstante des
Zellkerns aus, da die Steigung hier steiler wird.
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Abbildung 10: Kraftkarte mit vier Beispielen der darin enthaltenen Kraftkurven. Die Grautöne
entsprechen dem Wert der Federkonstante, wobei weiß für die kleinste und schwarz für die größte Fe-
derkonstante steht. (A) Orange, Kraftkurve an einer weichen Stelle des Zellkerns; (B) gelb, Kraft-
kurve an einer harten Stelle des Zellkerns. Die Kraftkurven wurden automatisch ausgewertet. Der
Korrelationseﬃzient nach Pearson beschreibt den Grad des linearen Zusammenhangs zwischen zwei
intervallskalierten Merkmalen. In diesem Fall wurde der Pearsonkoeﬃzient für die lineare Steigung die
Kraftkurve und dem Fit ausgerechnet. (C) Blau, zeigt eine Kraftkurve, bei der der Pearsonkoeﬃ-
zient unter dem deﬁnierten Wert von 0,995 liegt. Diese die Federkonstante dieser Kraftkurve wurde
nicht in die Endauswertung mit einbezogen. Zusätzlich wurden durch die ersten 10% jeder Kraftkurve
angepasst, um die Steigung dieser Strecke zu berechnen. (D) Grün, Kraftkurve ohne horizontalen
Anfangsteil. Solche Kraftkurven wurden ebenfalls nicht für die Endauswertung berücksichtigt. kkern=
Federkonstante des Zellkerns für diese Kraftkurve. kmin, kmax = minimale und maximale Federkon-
stante der gesamten Kraftkarte, i, j = Nummer der Kraftkurve in der Kraftkarte, i = horizontale
Achse, j = vertikale Achse, Federkonstante des Cantilevers, rpearson = Pearsonkoeﬃzient. Verändert
nach Anna Kaufmann, 2010, Diplomarbeit, Universität Bremen.
40
2 Methoden
Abbildung 11: Bestimmung der Laminadicken. Im ersten Schritt wurde die Dicke der Lamina be-
stimmt (scharze Striche). Anschließend wurde die Länge der gemessenen Kernlamina bestimmt (grüne
Linie). Die roten Striche markieren den Abstand zwischen zwei Kraftkurven einer Kraftkarte (2 μm).




3.1 Einﬂuss von Prälamin A auf die mechanischen Eigenschaften von Xenopus
laevis Oozytenkernen
In vorangegangenen Experimenten wurde die Filamentstruktur unterschiedlicher Lamine in
Xenopus laevis Oozytenkernen untersucht. Dazu wurden die Lamine durch Injektion der ent-
sprechenden Plasmid-DNA in den Zellkern der Oozyten exprimiert. Anschließend wurden die
Zellkerne isoliert und Kernhüllenspreitungen durchgeführt. Bei der für die Isolierung durchge-
führten Manipulierung der Zellkerne wurde festgestellt, dass Zellkerne Lamin A exprimieren-
der Oozyten steifer sind als Zellkerne von nicht injizierten Kontrolloozyten. Die Beobachtung
deutet daraufhin, dass Lamin A einen Einﬂuss auf die Steiﬁgkeit der Zellkerne hat. Dieser
Eﬀekt sollte mit Hilfe eines Rasterkraftmikroskopes (AFM) quantiﬁziert werden.
Das Expressionsniveau von Lamin A wurde durch Injektion zweier unterschiedlicher Plas-
midmengen (0,5 ng bzw. 1,5 ng) variiert. Dabei wurde zunächst Plasmid-DNA verwendet,
die für das unprozessierte Lamin A (Prälamin A) kodiert. Anschließend wurden die Zellkerne
isoliert und für weitere Untersuchungen präpariert. Wenn nicht anders angeben betrug die
Inkubationszeit 24 Stunden. Eine längere Inkubationsdauer erbrachte keine deutlich stärkere
Expression. Zudem barg eine Verlängerung der Inkubationszeit das Risiko einer verminderten
Vitalität der Oozyten.
Im weiteren Verlauf werden die Zellkerne nach dem Protein, das in den Oozyten exprimiert
wurde, und ggf. nach der Menge der injizierten Plasmid-DNA benannt. Als Negativkontrolle
dienten Zellkerne aus nicht injizierten Oozyten, die als Kontrollkerne bezeichnet werden.
Isolierte Zellkerne wurden in eine Vertiefung mit zirka 0,5 mm Durchmesser am Boden einer
Petrischale gegeben. Die Petrischale wurde unter dem Messkopf des AFM positioniert. Da-
bei wurden Kraftabstandskurven (Kraftkurven) gemessen, um die Materialeigenschaften zu
untersuchen. Hierzu wurde der Abstand zwischen Zellkern und Cantilever mit Hilfe des Pie-
zoelements soweit verkleinert, bis es zum Kontakt zwischen Zellkern und Cantilever kam und
beide verformt werden. Danach wurde die Höhe des Objekts (Höhe z) schrittweise verändert
und die Auslenkung des Cantilever gemessen. Zunächst wurde versucht den Cantilever am
höchsten Punkt des Zellkerns zu positionieren und an dieser Stelle wurden mehrere Kraftkur-
ven erstellt. Anschließend wurde der Cantilever um wenige Mikrometer versetzt und weitere
Messungen durchgeführt. Anhand der Kraftkurven kann die Federkonstante des Zellkerns er-
rechnet werden. Dabei ist die Federkonstante ein Maß für die Steiﬁgkeit des Zellkerns, je steifer
der Zellkern ist, desto größer ist seine Federkonstante.
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Für die Analyse der Kraftkurven können zwei Modelle herangezogen werden, die als Grenz-
fälle zu betrachten sind. Im ersten Fall geht man von einer Hohlkugel aus (Abbildung 12)
(Boulbitch, 1998). In diesen Fall sind die Materialeigenschaften der Kugelschale allein für
die mechanische Antwort verantwortlich. Das Innere der Kugel hat keinen Einﬂuss auf die
mechanische Antwort. Kraftkurven entsprechend diesem Schalenmodell zeigen eine lineare
Abhängigkeit zwischen Probenhöhe und Cantileverablenkung (Abbildung 12 A). Bezogen auf
die Oozytenkerne hieße dies, dass die Kernhülle, bestehend aus den Kernmembranen und
der Lamina, für die mechanische Antwort verantwortlich ist und das Nukleoplasma für die
Betrachtung keine Rolle spielt.
Das zweite Modell geht von einer elastischen Halbkugel aus, die durch einen pyramiden-
förmigen Eindrückkörper (Cantileverspitze) eingedrückt wird. Die mechanische Antwort wird
dabei von der gesamten Halbkugel gegeben. Dieses Modell geht auf eine Arbeit von Heinrich
Hertz (Hertz, 1882), der die Deformation zweier isotroper Körper beschreibt, die entsteht,
wenn diese beiden Körper aufeinander Druck ausüben. Das Modell wurde für den Fall ei-
ner Eindrückung durch einen konischen Eindrückkörper erweitert (Sneddon, 1965; Johnson,
1985). Die Kraftkurven bei diesem Modell zeigen einen nicht linearen Verlauf (Krümmung).
In Bezug auf die Oozytenkerne hieße dies, dass das Nukleoplasma allein für die mechanische
Antwort verantwortlich ist.
Bei der Analyse der Kraftkurven wurde deutlich, dass Kraftkurven der 1,5 ng Lamin A
Zellkerne linear sind (Abbildung 13). Das zeigt, dass die mechanische Antwort dieser Zellkerne
durch das Schalenmodell beschrieben werden kann und allein auf die Kernhülle zurückzuführen
ist. Das darunterliegende Kernskelett hat dagegen keinen Einﬂuss auf die mechanische Antwort
dieser Zellkerne. Im Gegensatz dazu weisen Kraftkurven der Kontrollkerne eine Krümmung
auf (Abbildung 13). Dies ist ein Hinweis darauf, dass nicht nur die Kernhülle, sondern auch
das Kernskelett die mechanische Antwort beeinﬂusst (Abbildung 12).
Um zu entscheiden, ob das Hertzmodell angewendet werden sollte, wurden Anpassungen an
die Kraftkurve der Kontrollkerne angelegt. Hierbei wurde eine simulierte Hertzmodell Kurve
und eine Gerade, die für das Schalenmodell steht, an die Kraftkurve des weichsten Kontroll-
kerns (geringste Steigung der Kraftkurve) dieses Experimentes angepasst (Abbildung 14).
Dabei zeigte sich, das eine Gerade entsprechend des Schalenmodells besser an die gemessene
Kraftkurve angepasst werden kann als eine Kurve entsprechend des Hertzmodells. Für die
Kontrollkerne bedeutet dies, dass zwar ein Teil der mechanischen Antwort vom Nukleoplasma
gegeben wird, im Wesentlichen aber die Kernhülle für die mechanische Antwort verantwortlich
ist. Im Weiteren wurden die Kraftkurven daher mit Hilfe der linearen Anpassung ausgewertet.
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Abbildung 12: Darstellung des Schalen- und des Hertzmodells. (A und C) Schalenmodell. Bei diesem
Modell ist die mechanische Antwort auf den Druck des Cantilevers nur von der Kernhülle abhängig,
die im Vergleich zum Nukleoplasma sehr steif ist. Die bei der Messung erhaltene Kraftkurve verläuft
linear. (B und D) Hertzmodell. Auf Druck des Cantilevers erfolgt die mechanische Antwort durch den
gesamten Zellkern, also von Kernhülle und Nukleoplasma gemeinsam, wobei das aus Aktin bestehende
Kernskelett (rosa) hauptsächlich für die mechanische Antwort verantwortlich ist. Die bei der Messung
erhaltene Kraftkurve verläuft nicht linear.
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Abbildung 13: Vergleich typischer, durch AFM-Messungen erhaltener Kraftkurven. Es sind Kraft-
kurven von nicht injizierten Kontrollkernen (rot, 1 und 2), von 0,5 ng DNA Zellkernen (grün, 3)
und von 1,5 ng DNA Zellkernen (blau, 4) dargestellt. In Abhängigkeit von der Menge der injizierten
DNA und somit der Menge des exprimierten Prälamins A erhöht sich die Steiﬁgkeit der Zellkerne.
Die Kraftkurven von Zellkernen aus Prälamin A exprimierenden Oozyten sind linear. Dies zeigt, das
hauptsächlich die Kernhülle für die mechanische Antwort verantwortlich ist. Bei den weicheren Kon-
trollkernen weisen die Kraftkurven einen nicht linearen Verlauf auf. Dies ist Indiz dafür, dass nicht nur
die Kernhülle sondern auch das darunterliegende Nukleoplasma zur mechanischen Antwort beiträgt.
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Abbildung 14: Anlegen einer linearen Anpassung (blau) und einer Hertz-Anpassung (schwarz) an
eine Kraftkurve. Bei der Kraftkurve, an die die beiden Anpassungen angelegt wurden, handelt es sich
um Kraftkurve Nummer 1, die schon in Abbildung 13 gezeigt wurde. Die lineare Anpassung gibt den
Verlauf der Kraftkurve besser wieder als die Hertz-Anpassung. Daher wurde im weiteren Verlauf für
die Berechnungen der Federkonstanten die lineare Anpassung benutzt.
46
3 Ergebnisse
Mithilfe der Kraftkurven lässt sich auch die Tiefe der Eindrückung des Zellkerns am Mess-
punkt berechnen, indem die Auslenkung des Cantilevers von der Höhenverschiebung der Probe
(Höhe z) subtrahiert wird. Für die Kontrollkerne betrug die Tiefe der Eindrückung zwischen
5,9 und 7,2 μm. Bei den mit DNA injizierten Zellkernen ist sie dagegen niedriger, sie liegt
zwischen 2,4 und 4,9 μm (Abbildung 12).
Insgesamt wurden 1076 Kraftkurven von 41 Zellkernen aus 4 Experimenten untersucht.
Pro Zellkern wurden zwischen drei und 125 Kraftkurven ausgewertet (Abbildung 15). Die
Variation der Federkonstanten innerhalb eines Zellkerns liegt typischerweise unter 10%, kann
in einzelnen Fällen aber auch höher sein. Jedoch sind die Unterschiede zwischen verschiedenen
Zellkernen, sogar zwischen Zellkernen der gleichen Gruppe, hoch (vgl. Zellkern 27 und 28 in
Abbildung 15).
Da während der Experimente kein zeitlicher Trend in der mechanischen Antwort des Zell-
kerns beobachtet wurde, kann ausgeschlossen werden, dass es zu Veränderungen (Verletzun-
gen) der Zellkerne aufgrund der Messungen gekommen war.
Generell zeigte sich, dass die Lamin A Zellkerne um den Faktor drei bis vier steifer sind als
die Kontrollkerne. Dabei liegt der Mittelwert der Mediane der Kontrollkerne bei 1,97 mN/m,
der Mittelwert der 0,5 ng Prälamin A-DNA Zellkerne bei 4,9 mN/m und der Mittelwert
der 1,5 ng Prälamin A-DNA Zellkerne bei 7,3 mN/m (Abbildung 16). Die große Variation
der Federkonstanten innerhalb der drei Gruppen wird durch die große Standardabweichung
deutlich. Durch eine statistische Auswertung wurde die Signiﬁkanz der Unterschiede der drei
Gruppen voneinander überprüft, wobei ein p-Wert unter 0,05 als signiﬁkant, ein p-Wert von
unter 0,01 als sehr signiﬁkant und ein p-Wert von unter 0,001 als hoch signiﬁkant angese-
hen wird. Die statistische Auswertung mit Hilfe des WILCOXON Rank Test zeigte, dass
die Unterschiede zwischen Kontrollkernen und 0,5 ng Lamin A Zellkernen sehr signiﬁkant
(p = 0,0012431) und die zwischen Kontrollkernen und 1,5 ng DNA injizierten Zellkernen hoch
signiﬁkant (p = 0,0000096) sind. Auch der Unterschied zwischen der beiden Lamin A Gruppen
(0,5 ng bzw. 1,5 ng) ist signiﬁkant (p = 0,049).
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Abbildung 15: Darstellung der Federkonstanten von Kontrollkernen und Prälamin A Zellkernen.
Dargestellt sind alle an Hand der Kraftkurven ermittelten Werte der Federkonstanten. Die Kernnum-
mern sind auf der x-Achse angegeben und die Werte der Federkonstante auf der y-Achse. Der Median
jeder Messung ist als Punkt aufgetragen. Der Boxplot repräsentiert das 50% Quantil, die Whiskers
das 90% Quantil. Oberhalb des Graphen ist die Zugehörigkeit der Werte zu verschiedenen den Expe-
rimenten gezeigt. Die Variabilität zwischen den einzelnen Experimenten ist auf Unterschiede in den
Oozytenchargen zurückzuführen, da die Oozyten aus unterschiedlichen Fröschen stammten.
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Abbildung 16: Vergleich der Mittelwerte der Mediane der Federkonstanten in Abhängigkeit von der
injizierten DNA-Menge. Diese Werte liegen für die Kontrollkerne bei 1,9 mN/m, für die 0,5 ng Präla-
min A-DNA Zellkerne bei 4,9 mN/m und für die 1,5 ng Prälamin A-DNA Zellkerne bei 7,3 mN/m. Die
Fehlerbalken geben die einfache Standardabweichung an. Die Unterschiede in den Federkonstanten der
nicht injizierten Kontrollkerne und der Prälamin A Zellkerne sind sehr signiﬁkant (p=0,0012431) bzw.
hoch signiﬁkant (p=0,0000096) während sie zwischen beiden injizierten DNA-Mengen nur signiﬁkant
sind (p=0,0499759). Zur statistischen Auswertung diente der WILCOXON Rank Test.
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3.1.1 Morphologie der durch Lamin A und Prälamin A gebildeten Filamentschicht
Für die Berechnung des E-Modul von Lamin A Filamenten war es notwendig, die Mächtigkeit
der durch Expression von Lamin A induzierten Lamina zu bestimmen. Daher wurden die
durch Prälamin A bzw. Lamin A gebildeten Filamentschichten anhand von TEM-Aufnahmen
miteinander verglichen (Abbildung 17).
In den Aufnahmen der Kontrollkerne sind die innere und äußere Kernmembran der Kern-
hülle deutlich sichtbar. In die Kernhülle eingelagert beﬁnden sich die Kernporenkomplexe
(Abbildung 17 A, Pfeile). Sowohl die nukleoplasmatische Korbstruktur mit den anhaftenden
Filamenten als auch die zytoplasmatischen Filamente sind in einigen Fällen erkennbar (Abbil-
dung 17 A’). Das Nukleoplasma weißt im elektronenmikroskopischem Bild eine feingranuläre,
lockere Struktur auf. Das Chromatin in Amphibienoozytenkernen steht nicht in Kontakt mit
der Kernhülle. Die Chromosomen sind stark dekondensiert und beﬁnden sich im Inneren des
Zellkerns, außerhalb der hier gezeigten Bildausschnitte. Die einschichtige, endogene Lamina
ist bei höherer Vergrößerung zu erkennen (Abbildung 17 A’). Nach Expression von Lamin A
und Prälamin A kommt es zur Ausbildung einer prominenten Filamentschicht in den Oozy-
tenkernen. Dabei lagern sich Lamin A Filamente aneinander und bilden eine elektronendichte
Schicht aus, die daher im TEM (Abbildung 17 B und C) und REM deutlich sichtbar ist (Ae-
bi et al., 1986; Goldberg et al., 2008a). Die gebildete Lamin A Filamentschicht ist an den
Kernporenkomplexen unterbrochen (Abbildung 17 B, Pfeile). Bei einer sehr großen Schichtdi-
cke scheinen die Lamin A Filamente die Filament-freien Bereiche in der Nähe der Kernporen
zum Kerninneren hin zu überdecken. Ob es sich dabei um eine wirkliche Überdeckung handelt,
oder dieses Bild durch die Schnittführung hervorgerufen wird, kann anhand dieser Aufnahmen
nicht entschieden werden. Dazu bedürfte es einer Serienschnittrekonstruktion.
Grundsätzlich ist das Aussehen der aus Prälamin A Filamenten gebildeten Schicht der aus
Lamin A Filamenten gebildeten Schicht ähnlich. In beiden Fällen ist die elektronendichte
Schicht an den Kernporenkomplexen unterbrochen. Jedoch beﬁnden sich in der durch die
Expression von Prälamin A gebildeten Filamentschicht membranumschlossene Zisternen (Ab-
bildung 17 C, Pfeilköpfe). Solche Zisternen sind in der von Lamin A gebildeten Filamentschicht
nicht vorhanden. Das Auftreten dieser Membranzisternen könnte durch die Beobachtung er-
klärt werden, dass in Oozyten nur ein Teil des Prälamin A vollständig prozessiert wird (Peter
und Stick, 2008). Dadurch liegt ein Teil des Prälamin A noch farnesyliert vor. Das farnesylierte
Prälamin A könnte, wie für die permanent farnesylierten B-Typ Lamine gezeigt, intranukleäre
Membranen induzieren (Prüfert et al., 2004; Ralle et al., 2004).
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Abbildung 17: Elektronenmikroskopische Aufnahmen isolierter Kontrollkerne (A und A‘) und von
Zellkernen nach Expression von Lamin A (B), Prälamin A (C) und nicht-prozessierbarem Prälamin A
(D und E). In den Kontrollkernen sind deutlich die Kernporenkomplexe (Pfeile) und ihre zytoplasma-
tische und nukleoplasmatischen Filamente (A‘) sichtbar. Die durch die Expression der drei Lamin A
Varianten gebildeten Auﬂagerungen entlang der inneren Membran sind nur in Bereichen von Kern-
porenkomplexen (Pfeile) unterbrochen. Die durch Prälamin A und nicht-prozessierbarem Prälamin A
gebildeten Auﬂagerungen weisen zudem helle Bereiche auf, die durch 6 nm dickes elektronendichtes
Material abgegrenzt sind (Pfeilköpfe). N: nukleoplasmatische Seite, Z: zytoplasmatische Seite, Maß-
stab: 1 μm.
Das komplexe Bild der Prälamin A Schicht ergebe sich dann aus der Induktion der Mem-
branzisternen und der Tendenz von Lamin A vielschichtige Filamentbündel zu bilden. Die
Erklärung wurde durch die Beobachtung einer Lamin A Mutante, die nicht vollständig pro-
zessierbar ist und dadurch permanent farnesyliert bleibt, bestätigt. In diesem Protein ist die
Zmpste24 Erkennungsstelle durch Austausch einer Aminosäure mutiert, so dass die Reifung
von Prälamin A zu Lamin A nicht erfolgen kann. Bei Expression dieses farnesylierten Präla-
min A in Oozyten kommt es zu einer wesentlich höheren Bildung von Membranen innerhalb
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der Lamin A Schicht (Abbildung 17 D und E). Durch die Anwesenheit von Membranzisternen
in der Prälamin A Schicht ist eine genaue Bestimmung der eigentlichen Lamin A Schicht,
die für die Berechnung des E-Moduls notwendig wäre, schwierig. Zudem ist diese Schicht
inhomogen, daher wurde in allen folgenden Versuchen Lamin A verwendet.
3.1.2 Bestimmung der Mächtigkeit der Auﬂagerungen von Lamin A
Nachdem gezeigt werden konnte, dass Lamin A Zellkerne eine höhere Federkonstante besitzen
und die Federkonstante mit Höhe der Expression steigt, sollte geklärt werden, ob die Dicke der
Lamina ebenfalls mit der Höhe der Expression korreliert. Hierzu wurden wiederum Zellkerne
von Oozyten verwendet, die mit 0,5 ng bzw. 1,5 ng Lamin A Plasmid-DNA injiziert worden
waren. Durchschnittlich wurden 90 Messungen pro Zellkern durchgeführt. Pro Zellkern wurde
durchschnittlich eine Strecke von 64 μm Kernhülle untersucht.
Die Messungen ergaben, dass die Schicht in den 1,5 ng Lamin A Zellkernen generell mächti-
ger war, als in den 0,5 ng Lamin A Zellkernen. Anhand von Beispielen verschiedener Zellkerne
wird deutlich, dass die Schwankungen der Filamentschichtdicke in den 0,5 ng Lamin A Zell-
kernen deutlich geringer sind, als in 1,5 ng Zellkernen (Abbildung 18).
Die Mediane der 0,5 ng Lamin A-DNA Zellkerne liegen zwischen 90 nm und 115 nm, die der
1,5 ng Lamin A-DNA Zellkerne zwischen 188 nm und 257 nm (Abbildung 19). Des Weiteren
zeigt die Lamin A Schicht innerhalb eines Zellkerns eine große Streuung. Die Dicke variiert
bei 1,5 ng Lamin A-DNA Zellkern Nummer 5 von 10 bis 320 nm, während bei 1,5 ng La-
min A-DNA Zellkern Nummer 1 die Dicke von 52 bis 1142 nm variiert (Abbildung 19). Die
Streuung ist jedoch bei den 0,5 ng Lamin A-DNA Zellkernen deutlich geringer (vgl. die Ver-
teilung der Messwerte in Abbildung 19). Die durchschnittliche Dicke der Laminaschicht von
0,5 ng Lamin A-DNA Zellkernen liegt bei 99,6 nm, während sie in den 1,5 ng Lamin A-DNA
Zellkernen bei 201,9 nm liegt (Abbildung 20). Die statistische Auswertung mit Hilfe des WIL-
COXON Rank Test zeigte, dass die Unterschiede der gebildeten Lamina in den 0,5 ng bzw.
1,5 ng Zellkernen sehr signiﬁkant ist (p-Wert = 0,023).
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Abbildung 18: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Kernhülle Lamin A exprimierender Oo-
zyten. Es sind 0,5 ng Lamin A-DNA Zellkerne (A,B und C) und 1,5 ng Lamin A-DNA Zellkerne
gezeigt. Durch die Expression von Lamin A entstehen Auﬂagerungen entlang der endogenen Lamina.
Diese Auﬂagerungen können in ihrer Dicke variieren. Die Dicke er Lamina steigt mit der Menge der
injizierten DNA an. Maßstab: 1 μm
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Abbildung 19: Vergleich der Laminadicken von 0,5 ng Lamin A-DNA Zellkernen (grün) und 1,5 ng
Lamin A-DNA Zellkernen (blau). Es wurden jeweils fünf Zellkerne untersucht. Die durchschnittlich pro
Zellkern gemessene Strecke beträgt 64 μm. Die Mediane sind mit einem Punkt markiert. Der Boxplot
repräsentiert das 50% Quantil, die Whiskers das 90% Quantil. Die Variabilität der Laminadicke ist
bei Zellkernen, die mit der geringeren DNA-Menge injiziert wurden, deutlich geringer als bei den
Zellkernen, die mit der hohen DNA-Menge injiziert wurden.
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Abbildung 20: Vergleich der Mittelwerte, die aus den Medianen der gemessenen Laminadicken er-
rechnet wurden. Der Mittelwert der 0,5 ng Lamin A-DNA Zellkerne liegt bei 99,6 nm. Der Mittelwert
der 1,5 ng Lamin A-DNA Zellkerne liegt bei 201,9 nm. Bei den Kontrollkernen wird eine endogene La-
minadicke von 10 nm angenommen. Die Fehlerbalken geben die einfache Standardabweichung an. Der




3.2 Auswirkung von Lamin A auf die Steiﬁgkeit von Xenopus Oozytenkernen
in der Abwesenheit von β-Aktin
In den vorausgegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Expression von Prä-
lamin A bzw. Lamin A zu einer Zunahme der Steiﬁgkeit von Zellkernen führt. In vorangegan-
genen Publikationen anderer Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass sich innerhalb des
Zellkerns von Amphibienoozyten eine große Menge von nukleärem Aktin beﬁndet, welches ein
schwammartiges Geﬂecht im Nukleoplasma ausbildet (Clark und Merriam, 1977; Bohnsack
et al., 2006). Nach Entfernen von Aktin aus dem Zellkern mit Hilfe des speziﬁschen Export-
faktors Exportin-6, weisen die Zellkerne eine deutlich geringere Stabilität auf und können
aufgrund ihrer hohen Fragilität nur schwer intakt isoliert werden (Bohnsack et al., 2006).
Im Rahmen dieser Arbeit sollte geprüft werden, ob das im Nukleoplasma vorhandene
β-Aktin zur Steiﬁgkeit der Lamin A Zellkerne beiträgt. Dazu wurde sowohl Exportin-6 als
auch Lamin A in Oozyten koexprimiert. Untersuchungen bei denen zwei Plasmide gleichzeitig
injiziert wurden, zeigen uneinheitliche Ergebnisse in Bezug auf den Aktinexport. Es stellte
sich heraus, dass die Injektion von Exportin-6 mRNA in den vegetalen Pol der Oozyte, ge-
folgt von der Injektion des Lamin A DNA-Plasmids in den Zellkern derselben Oozyte für eine
ausreichende Expression des Lamin A und für einem eﬃzienten Export von Aktin sorgt.
3.2.1 Westernblotanalyse der Exportin-6 und Lamin A exprimierenden Oozytenkernen
Um die Expression von Exportin-6 und Lamin A sowie dem Export von β-Aktin aus dem
Zellkern nachzuweisen, wurden die Proteine der Zellkerne mittels Westernblot analysiert (sie-
he Material und Methoden). N-terminal Flag-Epitop markierte Versionen von Lamin A und
Exportin-6 wurden mit Hilfe des Antikörpers M2 nachgewiesen. Das Flag-Epitop beﬁndet
sich bei den beiden Proteinen am N-Terminus. Daher konnten beide Proteine im selben Wes-
ternblot nachgewiesen werden. In einem Reblot mit einem β-Aktin-speziﬁschen Antikörper
konnte gezeigt werden, dass sich in den Exportin-6 exprimierenden Oozyten kein Aktin mehr
im Zellkern befand, während in den Kontrollkernen Aktin detektierbar war (Abbildung 21).
3.2.2 Kraftmikroskopische Untersuchungen der Aktin-freien Oozytenkernen
Wie die Westernblotanalyse zeigte, wird β-Aktin durch Expression von Exportin-6 aus dem
Zellkern exportiert. Als nächstes wurde durch kraftmikroskopische Messungen untersucht, ob
das Fehlen von β-Aktin die Steiﬁgkeit der Lamin A exprimierenden Zellkernen verändert. In
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Abbildung 21: Immundetektion von Lamin A, Exportin-6 und β-Aktin in Oozytenkernen. Es wurden
Äquivalente von einem Zellkern gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als Kontrolle diente das Äquivalent
eines Zellkerns aus einer nicht injizierten Oozyte. Lamin A und Exportin-6 trugen am N-Terminus
ein Flag-Epitop und wurden mit dem monoklonalen anti Flag Antikörper M2 detektiert. β-Aktin
wurde mit dem Antikörper ab8224 nachgewiesen. Für den Antikörper M2 wurde eine Verdünnung von
1:30.000, für den Antikörper ab8224 eine Verdünnung von 1:5.000 eingesetzt. Es erfolgte zunächst eine
Inkubation mit dem Antikörper M2, anschließend mit dem Antikörper ab8224. Die Expositionszeit
betrug eine Minute. In den Zellkernen der Flag-Exportin-6 exprimierenden Oozyten war kein β-Aktin
detektierbar. Der Größenstandard ist links in kD angegeben.
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diesen Untersuchungen wurde eine Fläche von 20 x 20 μm beprobt. Auf dieser Fläche wurden
insgesamt 100 Einzelmessungen im Abstand von 2 μm durchgeführt. Auf diese Weise wird
eine Kraftkarte erstellt, die erlaubt, Inhomogenitäten im gemessenen Bereich zu erkennen.
Pro Zellkern wurden bis zu vier Kraftkarten erstellt. Als Kontrolle dienten sowohl Zellkerne
von nicht injizierten Oozyten als auch Zellkerne von Oozyten, die lediglich Lamin A exprimiert
hatten. Messungen von Zellkernen, die Exportin-6 alleine exprimierten waren nicht möglich,
da diese Zellkerne extrem fragil sind und bereits bei geringer mechanischer Beanspruchung
während der Isolierung kollabierten (siehe auch Bohnsack et al., 2006). Die Kraftkurven von
Lamin A und Lamin A & Exportin-6 Zellkernen ähneln sich (Abbildung 22).
Beide Kraftkurven verlaufen linear was ein Zeichen dafür ist, dass die Kernhülle und nicht
das Nukleoplasma für die mechanische Antwort verantwortlich ist. Die Kraftkurven der Kon-
trollkerne aus nicht injizierten Oozyten entsprechen denen der in früheren Versuchen erhal-
tenen Kraftkurven von Kontrollkernen. Insgesamt wurden drei Experiment durchgeführt und
pro Experiment jeweils vier Zellkerne aus jeder Gruppe untersucht (Abbildung 23). Die Me-
diane der Federkonstanten für die Kontrollkerne liegen zwischen 0,77 bis 1,0 mN/m (Abbil-
dung 24). Bei den Experimenten eins und drei liegen die durchschnittlichen Federkonstanten
der Lamin A Zellkerne bei 2,9 mN/m. Die Zellkerne haben damit eine viermal höhere Fe-
derkonstante als die Kontrollkerne. Die durchschnittlichen Federkonstanten der Lamin A &
Exportin-6 Zellkerne betragen hingegen 5,0 bzw. 4,0 mN/m und sind damit noch größer als
die der Zellkerne, die nur Lamin A exprimierten. Nur im zweiten Experiment ist die durch-
schnittliche Federkonstante der Lamin A Zellkerne mit 7,8 mN/m größer als die der Lamin A
& Flag-Exportin-6 Zellkerne, die 6,7 mN/m beträgt. Die statistischen Auswertung der Daten
im Hilfe des WILCOXON Rank Test zeigte, dass die Unterschiede zwischen den Medianen
der Federkonstanten der Kontrollkerne und der beiden Lamin A Kerngruppen hoch signiﬁ-
kant sind (jeweils p = 0,0000014). Die entsprechenden Werte der Lamin A und Lamin A &
Exportin-6 Zellkerne zeigen keine statistisch signiﬁkanten Unterschiede (p = 0,2477700).
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Abbildung 22: Vergleich typischer, durch AFM-Messungen erhaltener Kraftkurven. Es sind Kraft-
kurven von nicht injizierten Kontrollkernen (rot), Lamin A Zellkernen (blau) und Lamin A &
Exportin-6 Zellkernen (türkis) dargestellt. Sowohl die Kraftkurven der Lamin A als auch der La-
min A & Exportin-6 Zellkerne haben einen linearen Verlauf. Die mechanische Antwort wurde von der
Zellkernhülle gegeben. Das Fehlen von β-Aktin hat keinen Einﬂuss auf den Verlauf der Kraftkurven.
Die Kraftkurven der nicht injizierten Kontrollkernen hatten den gleichen Verlauf, der bereits in den
Vorversuchen beobachtet werden konnte.
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Abbildung 23: Darstellung der Federkonstanten von isolierten Zellkernen aus drei Experimenten.
Dargestellt sind alle anhand der Kraftkurven ermittelten Werte der Federkonstanten. Die Kernnum-
mern sind auf der x-Achse angegeben und die Werte der Federkonstanten auf der y-Achse. Es wurden
die Mediane der einzelnen Zellkerne aufgetragen (Punkt). Der Boxplot repräsentiert das 50% Quan-
til, die Whiskers das 90% Quantil. Die Unterschiede in den Federkonstanten der nicht injizierten
Kontrollkerne und der Lamin A Zellkerne sind hoch signiﬁkant (p = 0,0000014). Zwischen nicht inji-
zierten Kontrollkernen und Lamin A & Exportin-6 sind die Unterschiede ebenfalls hoch signiﬁkant
(p = 0,0000014), während die Unterschiede zwischen den beiden Lamin A Gruppen nicht signiﬁkant
sind (p = 0,247700). Zur statistischen Auswertung diente der WILCOXON Rank Test.
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Abbildung 24: Vergleich der errechneten Mittelwerte der Mediane der Federkonstanten aus drei
Experimenten. Die Mittelwerte der nicht injizierten Kontrollkerne liegen zwischen 0,7 mN/m und
1,0 mN/m; die Mittelwerte der Lamin A Zellkerne liegen zwischen 2,9 mN/m und 7,8 mN/m; die
Mittelwerte der Lamin A & Exportin-6 Zellkerne liegen zwischen 4,1 mN/m und 6,6 mN/m. In zwei
Experimenten liegen die Mittelwerte der Lamin A & Exportin-6 Zellkerne über denen von Lamin A
und in einem Experiment unter denen der Lamin A Zellkernen. Es gibt keinen signiﬁkanten Un-
terschied zwischen den Lamin A und den Lamin A & Exportin-6 Zellkernen (p = 0,247700). Der




3.2.3 Hat β-Aktin Einﬂuss auf die Mächtigkeit der Lamin A Filamentschicht ?
Um zu untersuchen, ob das Fehlen von β-Aktin die Dicke der gebildeten Lamin A Filament-
schicht beeinﬂusst, wurden Zellkerne von Lamin A bzw. Lamin A & Exportin-6 exprimieren-
den Oozyten isoliert und für die elektronenmikroskopische Analyse präpariert.
Pro Experiment wurden je zwei Lamin A Zellkerne und zwei Lamin A & Exportin-6 Zellker-
ne untersucht. Die Bestimmung der Laminadicke erfolgte dann anhand von TEM-Aufnahmen.
Wie bereits beschrieben, bildet sich eine Lamin A Filamentschicht auf der endogenen Lamina
aus. Die in Abbildung 25 gezeigten Beispiele machen deutlich, dass die Dicke der Lamin A
Filamentschicht schwankt. Bei dem Lamin A Zellkern Nummer drei wurden zum Beispiel La-
minadicken zwischen 10 nm und 544 nm gemessen. Auch Messwerte des Zellkerns Nummer
zwölf liegen zwischen 10 nm und 441 nm (Abbildung 26). Der Mittelwert der Mediane aller La-
min A Zellkerne beträgt 108 nm. Der entsprechende Wert der Lamin A & Exportin-6 Zellkerne
beträgt 146 nm (Abbildung 27). Die unterschiedlichen Mittelwerte ergeben sich durch die bei-
den extremen Mediane von Zellkern Nummer sechs (Lamin A) und Zellkern Nummer zehn
(Lamin A & Exportin-6 (Abbildung 26). Die statistische Auswertung mit Hilfe des WILCO-
XON Rank Test ergab, dass die Werte der beiden Gruppen sich nicht signiﬁkant unterscheiden.
Diese Aussage wird dadurch unterstützt, dass bei einem Auftragen der Federkonstanten gegen
die Laminadicke die Zellkerne mit Lamin A innerhalb einer Datenwolke liegen (Abbildung 28).
Ein deutlicher Unterschied zwischen Zellkernen mit und ohne Exportin-6 ist nicht erkennbar.
62
3 Ergebnisse
Abbildung 25: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der isolierten Zellkerne von Lamin A exprimie-
renden Oozyten. Durch die Expression von Lamin A entstehen Auﬂagerungen entlang der endogenen
Lamina. Diese Auﬂagerungen können in ihrer Dicke je nach Zellkern stark variieren. Bei Koexpression
von Exportin-6 kommt es in einigen Zellkernen zu einer stärkeren Auﬂagerung. Maßstab: 1 μm.
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Abbildung 26: Darstellung der Laminadicken von Oozytenkernen, die Lamin A (blau) oder Lamin A
& Exportin-6 (türkis) exprimierten. Je Gruppe wurden sechs Zellkerne untersucht. Die durchschnittlich
pro Zellkern gemessene Strecke betrug 49 μm. Die Mediane sind mit einen Punkt markiert. Der Boxplot




Abbildung 27: Vergleich der Mittelwerte, die aus den Medianen der gemessenen Laminadicken er-
rechnet wurden. Der Mittelwert der Laminadicke der Lamin A Zellkerne liegt bei 108 μm. Der Mittel-
wert der Laminadicke der Lamin A & Exportin-6 Zellkerne liegt bei 146 μm. Die Fehlerbalken zeigen
die einfache Standardabweichung an. Die statistische Auswertung der Daten mittels WILCOXON
Rank Test zeigt keinen signiﬁkanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p = 0,55).
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Abbildung 28: Auftragung der Federkonstanten gegen die Laminadicken aus den Lamin A und
Exportin-6 Experimenten eins bis drei. Die Markierungen entsprechen den Mittelwerten aus den Ab-
bildungen 24 und 27. Die Mittelwerte verteilen sich in zwei Datenwolken. Die erste Datenwolke umfasst
die nicht injizierten Kontrollkerne. Die zweite Datenwolke umfasst die Zellkerne mit Lamin A. Inner-
halb dieser Datenwolke ist eine Unterteilung in Zellkerne mit und ohne Exportin-6 nicht möglich.
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3.3 Einﬂuss von Lamin B1 auf die mechanischen Eigenschaften von Xenopus
Oozytenkerne
Im Rahmen dieser Arbeit wurde festgestellt, dass Prälamin A die Steiﬁgkeit von Xenopus
laevis Oozytenkernen erhöht. Um festzustellen, ob auch B-Typ Lamine einen Einﬂuss auf
die Steiﬁgkeit der Zellkerne haben, wurden kraftmikroskopische Messungen an Zellkernen von
Lamin B1 exprimierenden Oozyten durchgeführt. Die Expression von Lamin B1 erfolgte durch
die Injektion von 1,5 ng Plasmid-DNA in den Oozytenkern. Wie in den Exportin-6 Versuchen
wurden Kraftkarten erstellt. Insgesamt wurden vier Experimente durchgeführt, bei denen
die gleiche Anzahl von Zellkernen in jeder Gruppe untersucht wurde. Als Kontrollen dienten
Zellkerne nicht injizierter und Zellkerne Lamin A exprimierender Oozyten.
In Experiment eins konnte nur ein Zellkern je Gruppe gemessen werden und daher eine sta-
tistische Auswertung nicht durchgeführt werden. Alle Federkonstanten aus Experiment eins
sind höher als bei den anderen Experimenten und werden gesondert betrachtet. Die Kraft-
kurven der Lamin B1 Zellkerne zeigen die gleiche Form wie die der Kontrollkerne. Dieses
Verhalten weist daraufhin, dass die mechanische Antwort dieser Zellkerne nicht nur von der
Kernhülle abhängig ist, sondern auch von dem darunterliegenden Nukleoplasma. Die Feder-
konstanten der Lamin B1 Zellkerne und der Kontrollkerne liegen in derselben Größenordnung
(Abbildung 29).
In den Experimenten zwei bis vier liegen die Mittelwerte der Mediane der Federkonstanten
von Lamin B1 Zellkernen und Kontrollkernen zwischen 0,8 und 1,77 mN/m (Abbildung 31).
Die statistische Auswertung mit Hilfe des WILCOXON Rank Test ergab, dass es keinen
signiﬁkanten Unterschied zwischen den Federkonstanten der Kontrollkerne und der Lamin B1
Zellkerne gibt (Abbildung 30).
Ähnlich wie im vorangegangenen Experiment sind die Kraftkurven der Lamin A Zellkerne
linear (Abbildung 29). Die Mediane der Federkonstanten der Lamin A Zellkerne liegen zwi-
schen 2,4 und 5,4 mN/m. Die Lamin A Zellkerne sind damit zwei bis siebenmal steifer als die
Kontrollkerne. Zudem weisen die Federkonstanten der Lamin A Zellkerne der Experimente
zwei und drei eine große Streuung auf. Die statistische Auswertung konnte jedoch zeigen, dass
die Unterschiede zwischen Lamin A Zellkernen und Kontrollkernen bzw. Lamin B1 Zellkernen
hoch signiﬁkant sind (Abbildung 30).
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Abbildung 29: Vergleich typischer, durch AFM-Messungen erhaltener Kraftkurven. Es sind Kraft-
kurven von nicht injizierten Kontrollkernen (rot), von Lamin B1 Zellkernen (ocker) und Lamin A
Zellkernen (blau) dargestellt. Die Kraftkurven der Lamin B1 Zellkerne zeigen den gleichen kurvigen
Anstieg wie die Kraftkurven der Kontrollkerne. Die Steiﬁgkeit der Zellkerne ändert sich bei der Ex-
pression von Lamin B1 nicht. Die mechanische Antwort wird nicht nur durch die Kernhülle sondern
zum Teil auch durch das Nukleoplasma bestimmt. Die Kraftkurven der Lamin A Zellkerne entsprechen
denen, die in Abbildung 13 für Prälamin A und Abbildung 22 für Lamin A dargestellt sind. Hier gibt
die Kernhülle die mechanische Antwort.
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Abbildung 30: Darstellung der Federkonstanten von isolierten Zellkernen aus vier Experimenten.
Dargestellt sind alle anhand der Kraftkurven ermittelten Werte der Federkonstanten. Die Mediane
der einzelnen Zellkerne wurden aufgetragen (Punkt). Die Kernnummern sind auf der x-Achse angege-
ben und die Werte der Federkonstanten auf der y-Achse. Der Boxplot repräsentiert das 50% Quantil,
die Whiskers das 90% Quantil. Die Unterschiede in den Federkonstanten der Kontrollkerne und der
Lamin A Zellkerne sind hoch signiﬁkant (p = 0,0000022). Ebenso sind die Unterschiede zwischen
Lamin B1 Zellkernen und Lamin A Zellkernen hoch signiﬁkant (p = 0,0000061), während die Un-
terschiede zwischen nicht injizierten Kontrollkernen und Lamin B1 Zellkernen nicht signiﬁkant sind
(p = 0,2639690). Zur statistischen Auswertung diente der WILCOXON Rank Test.
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Abbildung 31: Darstellung der aus den Medianen der Federkonstanten errechneten Mittelwerte
der einzelnen Experimente. Die Mittelwerte der Federkonstanten von nicht injizierten Kontrollkernen
liegen zwischen 0,7 mN/m und 2,7 mN/m. Die Mittelwerte der Lamin B1 Zellkerne liegen zwischen
0,8 mN/m und 3,6 mN/m. Die Mittelwerte der Lamin A Zellkerne liegen zwischen 2,5 mN/m und 5,4
mN/m. In jedem Experiment liegt der Mittelwert der Lamin B1 Zellkerne unter denen von Lamin A
Zellkernen und in Experiment zwei und vier auch unter denen der Kontrollkerne. Die Unterschiede
zwischen den Kontrollkernen und den Lamin B1 Zellkernen sind nicht signiﬁkant, während sie zwischen
den Lamin A Zellkernen und Lamin B1 Zellkernen hoch signiﬁkant sind.
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3.3.1 Veränderung der Kernhüllenmorphologie bei Überexpression von A-Typ und
B-Typ Laminen
Bereits in vorangegangenen Arbeiten wurden A-Typ und B-Typ Lamine in Xenopus Oozyten
exprimiert und elektronenmikroskopische Untersuchungen der Kernhülle durchgeführt (Ralle
et al., 2004; Goldberg et al., 2008a). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Lamin A Filamente
mit der endogene Lamina assoziieren, während die Expression von Lamin B2 zur Bildung
intranukleärer Membranstapel führt (Ralle et al., 2004; Goldberg et al., 2008).
Diese unterschiedlichen Charakteristika von A- und B-Typ Laminen sind eine Erklärung für
die Unterschiede in der Federkonstante von Lamin A bzw. Lamin B1 Zellkernen. Bei Lamin A
kommt es zur Bildung von gleichmäßigen, an die Kernhülle angelagerten Auﬂagerungen der
Laminﬁlamente. Diese Filamentschicht ist in den Bereichen der Kernporenkomplexe unter-
brochen (Abbildung 17 und 24 A). Im Gegensatz dazu verursacht die Überexpression von
Lamin B1 eine Proliferation der inneren Kernmembran. Dabei entstehen intranukleäre Mem-
branen, die sich in Stapeln zusammenlagern. Diese Membranstapel stehen an einigen Stellen in
Kontakt mit der inneren Kernmembran (Abbildung 32), jedoch kann in den TEM-Aufnahmen
kein kontinuierlicher Übergang von den intranuklearen Membranen in die innere Kernmem-
bran nachgewiesen werden (Abbildung 24 B).
Entsprechende Ergebnisse wurden bereits für Lamin B2 erhalten (Prüfert et al., 2004; Ral-
le et al., 2004). In Westernblotanalysen von Kernhüllen und Nukleoplasmen konnte gezeigt
werden, das Lamin B2 ausschließlich an der Kernhülle zu ﬁnden ist. Ferner konnte durch
eine REM-Analyse der durch Lamin B2 induzierten Extrastrukturen nachgewiesen werden,
dass die Laminﬁlamente der Extrastrukturen kontinuierlich in die endogene Lamina überge-
hen (Abbildung 33, Pfeilkopf, Ergebnisse von M. Goldberg). Die Fraktionierungsexperimente
belegen, dass die Verbindung zwischen den induzierten Membranstapeln und der Kernhülle
so stabil ist, das die Membranstapel zusammen mit der Kernhülle isoliert werden (Ralle et
al., 2004).
3.3.2 Unterschiedliche Morphologie der durch die Expression von Laminchimären
induzierten Extrastrukturen
Bei den kraftmikroskopischen Untersuchungen des Einﬂusses von Lamin A bzw. Lamin B1 auf
die Mechanik von Oozytenkernen wurde deutlich, dass Lamin B1 im Gegensatz zu Lamin A
die Steiﬁgkeit des Zellkerns nicht verändert. Die Ursache dafür kann durch die unterschiedli-
che Morphologie der Strukturen erklärt werden, die durch die Expression entstehen: Einerseits
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Abbildung 32: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von isolierten Zellkernen aus Oozyten nach
Expression von Lamin A und Lamin B1. (A) Die durch Lamin A gebildeten Auﬂagerungen zeigen
eine gleichmäßige Verteilung entlang der inneren Kernmembran. Sie sind nur an Kernporenkomplexen
unterbrochen (Pfeile). (B) Die Expression von Lamin B1 induziert eine Proliferation der inneren
Kernmembran und es bilden sich Membranstapel aus. Diese Membranstapel stehen an einigen Stellen
in Kontakt mit der inneren Kernmembran, ein direkter Übergang der Extrastrukturen in die innere
Kernmembran ist in den TEM-Aufnahmen nicht zu erkennen (Pfeilköpfe). N = nukleoplasmatische
Seite, Z = zytoplasmatische Seite, Maßstab: 1 μm
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Abbildung 33: Darstellung der durch Lamin B2 Expression induzierten Extrastrukturen. Es ist eine
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der inneren Zellkernhülle einer Lamin B2 exprimierenden
Oozyte gezeigt. Es sind deutlich Kernporenkomplexe erkennbar (Pfeile). Ebenfalls ist eine Verbindung
zwischen der endogenen Lamina und den Extrastrukturen zu erkennen (Pfeilköpfe). Aufgrund der
angewandten Methode der Kernhüllenspreitungen mit ihren Waschschritten, kann davon ausgegangen
werden, dass diese Verbindungen stabil sind. Maßstab: 1 μm. (Aufnahme M. Goldberg).
73
3 Ergebnisse
Auﬂagerungen der Lamin A Filamente, die zu einer Verdickung der Lamina führen und ande-
rerseits punktuelle Assoziationen von intranukleären Membranen mit der Lamina bei B-Typ
Laminen (siehe auch Abbildung 17, 32 und 33).
Um herauszuﬁnden, ob bestimmte Domänen der Lamine für die unterschiedlichen Struk-
turausbildungen verantwortlich sind, wurden Laminchimären erzeugt, bei denen die einzelnen
Proteindomänen (Kopf, α-helikal und Schwanz) eines A- oder B-Typ Lamins durch die Domä-
ne des jeweils anderen Lamintyps ersetzt wurde. Als B-Typ Lamin diente dabei Lamin B2, als
A-Typ Prälamin A. Es wurden alle sechs möglichen Laminchimären erzeugt, nämlich A-B2-A;
A-A-B2; B2-A-A; B2-A-B2; A-B2-A und B2-B2-A. Die für diese sechs Chimären kodieren-
den Plasmide waren von Sonja Moelle in ihrer Diplomarbeit zur Beantwortung einer anderen
Fragestellung erzeugt worden. Sie sind von ihr für diese Arbeit zu Verfügung gestellt worden.
Die Expression der Chimären erfolgte wiederum mittels Plasmid-DNA Injektion. Anhand der
TEM-Aufnahmen konnten diese Chimären in zwei Kategorien eingeteilt werden. Die Chi-
mären der ersten Kategorie induzieren intranukleäre Membranen, die denen ähnlich sehen,
die nach der Expression von Lamin B1 beobachtet worden waren. Auch diese Membranen
ordnen sich nebeneinander an und bilden Stapel aus, die an einigen Stellen in Kontakt mit
der inneren Kernmembran stehen. Zu dieser Kategorie gehören die Laminchimären A-A-B2,
A-B2-B2 und B2-A-B2 (siehe Abbildung 34). Ihnen ist gemeinsam, dass ihre Schwanzdomä-
nen von Lamin B2 stammt. Die Expression von Laminchimären der zweiten Kategorie führt
zur Ausbildung von Strukturen, die denen ähnlich sind, die nach Expression von Lamin A
hervorgerufen werden. Die Laminchimären bilden Schichten aus, die mehrere 100 nm dick
werden. Innerhalb dieser Schichten sind zwar Membranzisternen zu erkennen. Membransta-
pel, wie sie nach der Expression von B-Typ Laminen auftreten, sind jedoch nicht vorhanden.
Die gebildete Lamina ähnelt der von Prälamin A gebildeten Lamina (Abbildung 17 B). Den
letzten drei Laminchimären ist gemeinsam, dass sie die Lamin A Schwanzdomäne besitzen.
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Abbildung 34: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Kernhülle von Oozyten nach Expression
von Laminchimären. Die Oozytenkerne wurden 24 Stunden nach der Injektion isoliert und für die
TEM-Analyse aufbereitet. In der oberen Zeile wurden Extrastrukturen abgebildet, die durch Expres-
sion von Lamin A-A-B2, Lamin A-B2-B2 und Lamin B2-A-B2 induziert werden. Es ist zu beachten,
dass diese Extrastrukturen denen von Lamin B1 ähneln (Vergleich Abbildung 3.13). In der unteren
Zeile wurden Extrastrukturen von Lamin A-B2-A, Lamin B2-A-A und Lamin B2-B2-A abgebildet.




Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkung von Laminen auf die Steiﬁgkeit von Zellkernen zu
untersuchen. Hierbei sollte die Rolle von A-Typ und B-Typ Laminen in Bezug auf die me-
chanischen Eigenschaften von Zellkernen untersucht werden. Ferner sollte das E-Modul für
die Lamin A Filamentschicht bestimmt werden, sowie Gründe für die unterschiedliche Ein-
ﬂussnahme der Lamine auf die mechanischen Eigenschaften gefunden werden. Hierzu wurde
die Kernhülle von Oozytenkernen nach Expression von Laminen mittels Transmissionselek-
tronenmikroskop und AFM untersucht.
4.1 Variation des Expressionsniveau von Prälamin A
In der Vergangenheit wurden mehrere unterschiedliche Methoden entwickelt, um die mechani-
schen Eigenschaften von Zellkernen zu untersuchen; dazu gehören Mikropipettenansaugung,
Zelldeformation, Zellkompression, Partikelverfolgung und AFM (Radmacher et al., 2007; Lam-
merding et al., 2007; Rowat et al., 2008). Mit diesen Methoden wurden Messungen von in-
takten Zellen oder isolierten Zellkernen gemacht. In somatischen Zellen tragen sowohl die
Kernlamina als auch das Chromatin zu den mechanischen Eigenschaften der Zellkerne bei
(Dahl et al., 2004; Dahl et al., 2006). Die Kernlamina ist ein ﬁlamentöses Netzwerk, das bei
Wirbeltieren aus A-Typ und B-Typ Laminen besteht. Von besonderem Interesse ist der Bei-
trag von A-Typ Laminen zu den mechanischen Eigenschaften des Zellkerns. Zum einen, weil
A-Typ Lamine im Gegensatz zu B-Typ Laminen in ihrer Expression abhängig vom Zell- und
Gewebetyp stark variieren können (Broers et al., 1997; Röber et al., 1989) und zum anderen
Mutationen des LMNA-Gens zu mindestens 13 verschiedenen Krankheiten (Laminopathien)
führen (Capell and Collins, 2006; Prokocimer et al., 2009). Dazu gehören AD-EDMD, be-
stimmte Cardiomyopathien, Dunningham-Typ Lipodystrophie und HGPS (Mattout et al.,
2006; Hutchinson und Worman, 2004; Gruenbaum et al., 2005; Rankin und Ellard, 2006).
In früheren Studien wurde die Rolle von Lamin A für die Zellmechanik durch Zelldehnungs-
und Zellkompressionsexperimenten an Lamin A-deﬁzienten Zellen analysiert (Lammerding et
al., 2006). Dabei wurden die Deformation und die Schäden des Zellkerns analysiert. Diese
Analysen zeigten, dass A-Typ Lamine ein wichtiger Faktor für die mechanische Steiﬁgkeit
des Zellkerns sind. Ferner wurden Lamin A-deﬁziente Zellen benutzt, um die Eﬀekte von La-
min A auf die mikromechanischen Eigenschaften des Zytoplasma zu untersuchen (Lee et al.,
2007). Darüber hinaus konnte mit Hilfe von Mikropipettenansaugexperimenten gezeigt wer-
den, dass die physische Plastizität von Stammzellen während der Diﬀerenzierung parallel zur
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Hochregulation von Lamin A abnimmt (Pajerowski et al., 2007). Änderungen der mechani-
schen Eigenschaften von HGPS-Zellen wurden sowohl mit Mikropipettenansaugexperimenten
sowie Ausbleichexperimenten und Quellungsexperimenten beobachtet (Dahl et al., 2006). In-
des können Mutationen im LMNA-Gen Veränderungen in den strukturellen Eigenschaften
der Lamina bewirken, jedoch führen solche Veränderungen bei HGPS-Zellen nicht zwangs-
läuﬁg zu einer veränderten Beständigkeit gegenüber mechanischem Stress, z. B. Druck (Dahl
et al., 2006). Ähnliche Ergebnisse wurden für die mechanischen Eigenschaften der Lamin A
Mutation E145K bei Expression in Xenopus Oozyten beobachtet (Anna Kaufmann, 2010,
Diplomarbeit, Universität Bremen).
In somatischen Zellen kann eine Veränderung der Lamina nicht nur direkt die mechanischen
Eigenschaften des Zellkerns beeinﬂussen, sondern auch indirekt durch eine Änderung der Or-
ganisation des Chromatins. Deshalb ist es für die Analyse einer bestimmten Komponente der
Kernhülle wichtig, ein experimentelles System zu benutzen, in dem Chromatin nur einen mini-
malen Einﬂuss auf die mechanischen Eigenschaften des Zellkerns hat. Für Xenopus Oozyten
triﬀt dies zu. Ihre Zellkerne haben einen bis zu 100mal größeren Durchmesser als typische
somatische Wirbeltierzellkerne, jedoch enthalten beide ungefähr die gleiche Menge an DNA.
Dadurch ist die DNA (Chromatin) Konzentration in Xenopus Oozytenkernen 105 bis 106-fach
niedriger als in somatischen Zellkernen. Zudem sind die Chromosomen von Amphibienoozyten
im Gegensatz zu den somatischer Zellen nicht mit der Kernhülle assoziiert (Gall et al., 2003;
Guelen et al., 2008).
In den hier beschriebenen Versuchen wurde zunächst Prälamin A in den Xenopus Oozyten
exprimiert. Prälamin A, welches normalerweise nicht in Xenopus Oozyten exprimiert wird,
bildet dabei eine Filamentschicht aus, die eng mit der endogenen Lamina assoziiert ist (Abbil-
dung 17). Um quantitative Unterschiede in der Steiﬁgkeit der Zellkerne zu bestimmen, wurden
zwei unterschiedliche Mengen von DNA (0,5 ng oder 1,5 ng) in die Oozytenkerne injiziert. Die
Steiﬁgkeit der isolierten Zellkerne wurde mit Hilfe des AFM gemessen und mit den Werten der
Kontrollkerne verglichen. Mit diesem experimentellen System kann der Beitrag zur Kernhül-
lenmechanik von Lamin A direkt bestimmt werden. Die Unterschiede zwischen Kontrollkernen
und Prälamin A Zellkernen sind trotz der Variationen zwischen den verschiedenen Oozyten-
chargen hoch signiﬁkant (p = 0,0012 bzw. p = 0,0000096) Die durchschnittliche Steiﬁgkeit
der Kontrollkerne liegt bei 1,97 mN/m und die der mit 1,5 ng DNA injizierten Zellkerne bei
7,3mN/m, wobei hier auch Werte von bis zu 16 mN/m erreicht werden. In vorangegangenen
Untersuchungen an Xenopus Oozytenkernhüllen (nicht injiziert) wurden Werte von 6 mN/m
gemessen (Kramer et al., 2008). Jedoch waren in diesen Experimenten die Kernhüllen auf einer
77
4 Diskussion
Unterlage befestigt, die möglicherweise zu einer scheinbar höheren Steiﬁgkeit führt. Bei in-
takten, freiliegenden Oozytenkernen wurden in Mikropipettenansaugexperimenten Werte von
28 mN/m gemessen (Dahl et al., 2004). Bei dieser Methode ﬁnden jedoch im Vergleich zur
AFM-Messung sehr große Verformungen statt, wodurch sich die experimentellen Bedingungen
sehr unterscheiden. Es ist möglich, dass es bei großen Verformungen des Zellkerns zu einer
Versteifung der Kernhülle oder des Kernskeletts kommt. Im Fall der AFM-Messungen kommt
es im Vergleich dazu nur zu relativ kleinen Verformungen: 5,9 μm bis 7,2 μm Eindrückung bei
Kontrollkernen und 2,4 μm bis 4,9 μm bei injizierten Zellkernen, wobei die Zellkerne von Oozy-
ten je nach verwendeten Puﬀer einen Radius von 200 μm bzw. 315 μm haben (siehe auch Anna
Kaufmann, 2010, Diplomarbeit, Universität Bremen). Diese unterschiedlichen Werte können
durch die grundsätzlich verschiedenen experimentellen Bedingungen hervorgerufen sein.
4.2 Gründe für die morphologische Unterschiede der Prälamin A und Lamin A
Filamentschicht und Implikationen
Um die mechanischen Eigenschaften (E-Modul) der Lamin A Filamentschicht, beziehungswei-
se der Kernhülle berechnen zu können, wurde mittels TEM-Aufnahmen die Dicke der Lamin A
Filamentschicht gemessen. Bei den Untersuchungen stellte sich jedoch heraus, dass die Präla-
min A Filamentschicht nicht homogen ist, sondern Membranzisternen unterschiedlicher Größe
enthält. Da für die Berechnung des E-Moduls eine homogene Schicht Voraussetzung ist, kann
die Bestimmung an Prälamin A Strukturen nicht durchgeführt werden.
Peter und Stick (2008) konnten zeigen, dass nicht alle Prälamin A Moleküle vollständig
in Oozyten prozessiert werden. Der Grund dafür liegt in der unzureichenden Aktivität der
Zink-Metallopeptidase Zmpste24 in Oozyten. Humanes Zmpste24 schneidet beim letzten pro-
teolytischen Reifungsschritt die letzten 15 Aminosäuren am C-Terminus ab. Dabei verliert das
Lamin A seinen Farnesylrest. Dieser Farnesylrest ist für die Proliferation von internukleären
Membranen verantwortlich (Ralle et al., 2004; Prüfert et al., 2004). Die Hypothese wird da-
durch gestützt, dass es bei Mutation der Zmpste24 Erkennungsstelle in Lamin A, ebenfalls zur
Bildung von Membranzisternen innerhalb der Lamin A Filamentschicht kommt (Abbildung
17 D und E).
Frühere Studien zeigten, dass es bei Mutationen des Zmpste24-Gens (FACE-1), zu Krank-
heiten wie restriktiver Dermopathie (Navarro et al., 2004) oder mandibularakraler Dysplasie
(Agarwal et al., 2003) kommt. Dabei tritt im Fall der restriktiven Dermopathie eine Akku-
mulation von Prälamin A auf (Navarro et al., 2004). Mandibularakrale Dysplasie kann auch
durch die Mutation R527H des LMNA-Gens hervorgerufen werden. Hautﬁbroblasten die he-
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terozygot für die R527H Mutation sind, besitzen eine wabenförmige Verteilung des Lamin A
und homozygote Zellen besitzen zusätzlich eine abnormale Form der Zellkerne (Novelli et al.,
2002). Sowohl durch eine unzureichende Aktivität von Zmpste24 als auch durch die Mutation
R527H kommt es zu einer Akkumulation von farnesylierten Prälamin A an der Kernhülle.
Dieses farnesylierte Prälamin A stört dann den korrekten Aufbau der Lamina.
Eine weitere Krankheit, die durch eine permanent-farnesylierte Lamin A Variante (La-
min AΔ50) aufgelöst wird, ist die HGPS (Eriksson et al., 2003). Bei dieser Lamin A Variante
entsteht durch eine Punktmutation eine kryptische Spleißanlage, die für die Deletion von 50
Aminosäuren am C-Terminus sorgt. Die Erkennungsstelle für Zmpste24 wird dadurch eben-
falls deletiert und das Lamin AΔ50 bleibt permanent farnesyliert (Eriksson et al., 2003). Bei
Expression von Lamin AΔ50 kommt es zu einer starken Lobolierung der Zellkerne, wobei eine
Inhibierung der Farnesyl-Transferase diese Lobolierung aufhebt (Capell et al., 2005; Toth et
al., 2005). Indes können aber nicht alle Defekte, die durch Lamin AΔ50 hervorgerufen werden,
rückgängig gemacht werden. Jedoch bleibt die Mechanosensivität der Zellen eingeschränkt,
und die DNA-Reparatur bleibt weiterhin gestört (Verstraeten et al., 2008; Liu et al., 2006).
Die Toxizität des permanent farnesylierten Lamin AΔ50 allein kann die Krankheit also nicht
bedingen (Smallwood und Shackleton, 2010). Durch Inhibierung der Farnesyl-Transferase in
einem Progeriemausmodell wurde die Krankheit zwar verzögert, konnte aber nicht verhindert
werden (Yang et al., 2008). Darüber hinaus löst eine Mutation (E145K) bei der Lamin A die
nicht permanent farnesyliert vorliegt, ebenfalls, wenn auch atypisch, HGPS aus (Eriksson et
al., 2003). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der Aufbau der Lamin A Filamentschicht
bei Farnesylierung verändert ist.
4.3 Einﬂuss von β-Aktin auf die mechanischen Eigenschaften von
Oozytenkernen
Xenopus Oozytenkerne enthalten große Mengen an β-Aktin (50 μM) (Clark und Merriam,
1977; Bohnsack et al., 2006). Dieses β-Aktin bildet ein schwammartiges Netzwerk im Nukleo-
plasma aus (Bohnsack et al., 2006). Durch Entfernen von β-Aktin aus Xenopus Oozytenkernen
verlieren diese deutlich an Stabilität (Bohnsack et al., 2006). Das Entfernen von β-Aktin wur-
de bei Bohnsack durch Injektion des speziﬁschen Exportfaktors Exportin-6 bewirkt. In dieser
Arbeit konnte nach Expression von Exportin-6 der Export von β-Aktin aus den Zellkernen
ebenfalls beobachtet werden (Abbildung 21). Diese Aktin-freien Zellkerne waren so weich und




Welchen Beitrag β-Aktin zur Steiﬁgkeit der Lamin A Zellkerne leistet, konnte jedoch mit
dem AFM ermittelt werden. Zum einen zeigte sich, dass die Kraftkurven von Aktin-freien
Lamin A Zellkernen den gleichen linearen Verlauf aufweisen, wie Kraftkurven aus Lamin A
Zellkernen mit β-Aktin. Des anderen ist die Steiﬁgkeit der Aktin-freien Lamin A Zellkerne
in zwei Experimenten von drei Experimenten sogar größer, als von Lamin A Zellkernen mit
β-Aktin. Das Entfernen von β-Aktin hat somit keinen negativen Einﬂuss auf die Steiﬁgkeit
der Lamin A Zellkerne.
Ein möglicher Erklärungsansatz für diese Ergebnisse lautet: Bei nicht injizierten Zellker-
nen konnte gezeigt werden, das nicht die Kernhülle alleine für die mechanische Antwort ver-
antwortlich ist (Abbildung 13). Das darunterliegende schwammartige β-Aktin Netzwerk hat
einen, wenn auch geringen Einﬂuss auf die Steiﬁgkeit. Durch die Expression von Lamin A
wird die Kernhülle nun mechanisch soweit verstärkt, dass die An- oder Abwesenheit eines
β-Aktin Netzwerkes keinen Einﬂuss auf die Steiﬁgkeit des Zellkerns hat. Die mechanischen
Eigenschaften des Zellkerns würden dann nur noch von der Kernhülle herrühren und nicht
mehr vom Nukleoplasma.
4.4 Das E-Modul von Lamin A
Das E-Modul ist eine Materialkonstante, um Elastizitäten verschiedener Materialien zu ver-
gleichen. Für die Berechnung des E-Moduls wird die Federkonstante und die Schichtdicke des
Materials benötigt. Anhand der TEM-Aufnahmen wurde die Filamentschicht gemessen. Um
das E-Moduls von Lamin A und der Kernhülle zu berechnen, wurden TEM-Aufnahmen der
Kernhülle von Lamin A Zellkernen mit und ohne β-Aktin gemacht. Anhand der Aufnahmen
wurde die Dicke der Filamentschicht bestimmt. Dabei stellte sich heraus, dass in Zellkernen
mit β-Aktin die Lamin A Filamentschicht geringfügig kleiner war, als in den Aktin-freien
Zellkernen. Mit den berechneten Federkonstanten und den gemessenen Filamentschichtdicken
konnte nun das durchschnittliche E-Modul der einzelnen Gruppen (Kontrollkerne, Lamin A
Zellkerne und Aktin-freie Lamin A Zellkerne) berechnet werden (Abbildung 35).
Bei der Berechnung des E-Moduls wurde zur gemessenen Dicke der Filamentschicht noch
die Dicke der endogenen Lamina und der beiden Kernmembranen (35 nm) addiert (siehe auch
Methoden: Berechnung des E-Moduls Seite 2.6.2). Die E-Module der Kontrolloozyten liegen
dabei im Bereich zwischen 250 und 350 MPa. Ähnliche Werte wurden bereits in anderen
Arbeiten gemessen (Anna Kaufmann, 2010, Diplomarbeit, Universität Bremen) und sind auf-
grund der niedrigen gemessenen Federkonstanten zunächst verwunderlich. Diese Werte lassen
sich aber damit erklären, dass die Dicke der Kernhülle indirekt proportional in die Berech-
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Abbildung 35: Errechnete Werte des E-Moduls für Xenopus Oozytenkernen aus den Lamin A &
Exportin-6 Experimenten. Alle Werte wurden mit einer korrigierten Laminadicke berechnet, bei der die
Kernhülle und die endogene Lamin LIII Lamina hinzuaddiert wurden. Die Mediane der Federkonstan-
ten aus Abbildung 24 und die Mittelwerte der Mediane aus Abbildung 26 wurden zur Berechnung des
E-Moduls herangezogen. Die Fehlerbalken wurden mittels Gauss‘scher Fehlerfortpﬂanzung berechnet
(siehe Kapitel: Bestimmung des E-Moduls).
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nung des E-Moduls eingeht. Bei einer sehr dünnen Kernhülle von zirka 35 nm wirkt sich dies
stark auf die berechneten Werte aus. Ein weiterer möglicher Erklärungsansatz ist die Form
der Kraftkurven der Kontrollzellkerne. Diese waren nicht linear, was darauf hindeutete, das
ein gewisser Teil des Nukleoplasmas für die mechanische Antwort verantwortlich ist. Dadurch
sind die Federkonstanten der Kontrollkerne nicht zu 100% auf die Kernhülle zurückzuführen.
Eine Messung von Kontrollkernen, die kein β-Aktin enthielten, war jedoch nicht möglich, da
diese extrem instabil waren, und bei leichter Beanspruchung bereits kollabierten (siehe auch
Bohnsack et al., 2006). Die E-Module der Lamin A Zellkerne und der Aktin-freien Lamin A
Zellkerne liegen zwischen 30 und 170 MPa, was in etwa den Werten entspricht, die man bei
der Messung einer 190% Verlängerung eines einzelnen Desminﬁlamenten erhalten hat (∼ 120
MPa) oder der Messung von Mikrotubuli mittels AFM (∼ 100 MPa) (Kreplak et al., 2008; Kis
et al., 2002). Die Werte sind aber wesentlich kleiner als Werte von sehr steifen Proteinstru-
kuren wie die Spinnenseide der Seidenspinne Nephila clavata (10 GPA) (Osaki und Ishikawa,
2002).
4.5 Welche Schlüsse können aus dem E-Modul, der Dicke der Filamentschicht
und der Federkonstante gezogen werden?
Um aus den Federkonstanten, der Dicke der Filamentschicht und dem E-Modul korrekte
Schlüsse ziehen zu können, ist es nötig, sich zu vergegenwärtigen, in welcher Weise die Dicke
der Laminaschicht und die Steiﬁgkeit des Zellkerns das E-Modul beeinﬂussen.
Bei einer Erhöhung der Steiﬁgkeit und einer gleichbleibenden Dicke der Filamentschicht
erhöht sich das E-Modul ebenfalls. Im Umkehrschluss bewirkt eine Vergrößerung der Lami-
nadicke bei gleichbleibender Steiﬁgkeit eine Verringerung des E-Moduls. Dies bedeutet auch,
dass wenn man von einem unveränderten E-Modul ausgeht, sich bei einer Veränderung der
Dicke der Filamentschicht auch die Steiﬁgkeit des Zellkerns verändert, bzw. bei einer unver-
änderten Dicke der Filamentschicht die Steiﬁgkeit ebenfalls unverändert bleibt. Sollte sich
das E-Modul jedoch verändern, so muss sich entweder die Dicke der Filamentschicht oder die
Steiﬁgkeit verändern.
Wie bereits erwähnt hat das Entfernen des β-Aktins weder einen positiven noch negativen
Eﬀekt auf die Steiﬁgkeit des Zellkerns (Seite 80). Auch die berechneten E-Moduln von La-
min A Zellkernen und Aktin-freien Lamin A Zellkernen liegen in derselben Größenordnung.
Die statistische Auswertung der Filamentschichtdicken und der Steiﬁgkeit der Zellkerne ergab
ebenfalls, dass es zu keiner signiﬁkanten Veränderung kommt, wenn β-Aktin aus dem Zellkern
entfernt wird. Eine mögliche Erklärung hierfür wurde bereits teilweise auf Seite 80 gegeben.
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Ergebnisse vorangegangener Studien gaben Hinweise, dass es Interaktion zwischen Lamin A
und Aktin gibt. Sasseville und Langelier zeigten 1998, dass die Lamin A Schwanzdomäne in
vitro an nukleäres Aktin bindet. Dabei wurde mit Hilfe von GST-Lamin A Schwanzdomäne
Fusionsproteinen Aktin aus Zelllysaten isoliert, wobei nukleäres Aktin besser als zytoplasma-
tisches Aktin an die Lamin A Schwanzdomäne bindet. Mittels konnte Sedimentationsanalyse
gezeigt werden, dass Lamin A zwei Aktin-Bindestelle in der Schwanzdomäne besitzt. Die ers-
te Aktin-Bindestelle (AB-1) liegt im Bereich der Aminosäuren 461 bis 536 in der Ig-Domäne
und ist zu 54% identisch mit der entsprechenden Lamin B1 Aktin-Bindestelle. Die zweite
Aktin-Bindestelle liegt im Bereich der Aminosäuren 564 bis 608 und sie ist nur in Lamin A
zu ﬁnden (Simon et al., 2010). Des Weiteren konnten die Untersuchungen zeigen, dass reifes
Lamin A eﬀektiver an Aktin bindet, als Prälamin A (Simon et al., 2010).
Es wird diskutiert, dass Laminﬁlamente direkt mit Aktinpolymeren im Zellkern interagie-
ren, oder das Lamin A direkt G-Aktin abfängt und damit die Polymerisation von Aktin im
Zellkern kontrolliert (Simon et al., 2010). Das bei einer Expression von Lamin A nicht das
gesamte Lamin A an die Kernhülle rekrutiert wird, konnte in Versuchen, bei denen die Vertei-
lung von Prälamin A und Lamin A untersucht worden ist, bestätigt werden (Katja Kuhnert,
2010, Bachelorarbeit, Universität Bremen). Dabei ist die Verteilung zwischen Kerninhalt und
Kernhülle bei Lamin A in etwa eins zu eins, während sie bei Prälamin A zwischen eins zu
drei bzw. eins zu vier liegt. Vermutlich ist die Farnesylierung von Prälamin A der Hauptgrund
hierfür (siehe auch Pendas et al., 2002), jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein Teil
des Lamin A besser an β-Aktin bindet als Prälamin A und deshalb im Nukleoplasma verweilt.
Diese Analyse wurde an Aktin-freien Zellkernen jedoch bisher noch nicht durchgeführt.
Die Interaktion von Lamin A und β-Aktin konnte in Xenopus Oozyten bisher noch nicht
direkt nachgewiesen werden (Mine Yedikapu, 2010, Diplomarbeit, Arbeitsgruppe Stick). Im-
munisolierungsversuche von Prälamin A aus Xenopus Oozyten mittels Nickel-NTA-Agarose-
partikeln und Magnetpartikeln zeigen keinen Einﬂuss von Prälamin A auf die β-Aktin Ver-
teilung bei einer Auftrennung durch Zentrifugation (Mine Yedikapu, 2010, Diplomarbeit, Ar-
beitsgruppe Stick). Bei den erhaltenen Ergebnissen von Mine Yedikapu muss jedoch angemerkt
werden, dass die Positivkontrollen kein Ergebnis erbrachten und bisher in keinem Versuch
geklärt werden konnte, ob durch ein Verschwinden von β-Aktin aus den Zellkern die Vertei-
lung des Lamin A geändert wird. So wurde das Verteilungsverhältnis von β-Aktin zwischen
Kernhülle und Kerninhalt nach Expression von Prälamin A untersucht. Jedoch wurde keine
Rekrutierung von β-Aktin durch Prälamin A an die Kernhülle nachgewiesen. Eine Erklärung
für den fehlenden Nachweis einer Bindung zwischen Prälamin A und β-Aktin in den Versu-
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chen könnte die Farnesylierung von Prälamin A sein, die für eine geringere Bindungsaﬃnität
zwischen Prälamin A und β-Aktin sorgt (Simon et al., 2010). Ein weiterer Kritikpunkt bei
den bisherigen Ergebnissen ist, dass eine Bindung von Lamin A und β-Aktin nur dann nach-
gewiesen wurde, wenn Lamin A in nicht ﬁlamentöser Form vorliegt, bzw. nur die Lamin A
Schwanzdomäne untersucht worden ist (Simon et al., 2010; Sasseville und Langelier; 1998). An
der Kernhülle liegt Lamin A jedoch nur in ﬁlamentöser Form vor. Man kann jedoch nicht ohne
weiteres davon ausgehen, dass die Bindungseigenschaften des Aktin an die Lamin Schwanz-
domäne dieselben sind wie die an ﬁlamentöses Lamin A. Möglicherweise könnte jedoch eine
Bindung von β-Aktin an nukleoplasmatisches Lamin A nachgewiesen werden, zum einen weil
reifes Lamin A eine höhere Bindungsaﬃnität zu β-Aktin hat als Prälamin A und zum ande-
ren, weil Lamin A vermutlich in nicht ﬁlamentöser Form vorliegt (Simon et al., 2010; Katja
Kuhnert, 2010, Bachelorarbeit, Universität Bremen).
4.6 Einﬂuss der Kopf-, Stab- und Schwanzdomäne auf die Morphologie der
Extrastrukturen
Bei Überexpression von A-Typ und B-Typ Laminen kommt es in verschiedenen Zelltypen zur
Ausbildung von Extrastrukturen an der inneren Kernhülle (Ralle et al., 2004; Prüfert et al.,
2004; Goldberg et al., 2008b). Dabei kann man die Extrastrukturen von A-Typ und B-Typ
Laminen generell voneinander unterscheiden. Bei Expression von A-Typ Laminen kommt es
zur Ausbildung einer elektronendichten Schicht, die sich unterhalb der inneren Kernhülle
beﬁndet (Prüfert et al., 2004; Goldberg et al., 2008b). Die Expression von B-Typ Laminen
hingegen induziert eine Membranproliferation der inneren Kernhülle. Die dabei entstehenden
Membranzisternen ordnen sich zu Membranstapeln an, die an einigen Stellen mit der inneren
Kernhülle in Kontakt stehen (Ralle et al., 2004; Prüfert et al., 2004). Für Lamin B2 ist gezeigt
worden, das die Isoprenylierung notwendig ist um Lamin B2 an die Kernhülle zu rekrutieren
und eine Membranproliferation zu induzieren (Ralle et al., 2004). Jedoch konnte bisher nicht
genau geklärt werden, welcher Abschnitt der A- und B-Typ Lamine für ihr unterschiedliches
Verhalten verantwortlich ist.
Um dies zu klären wurden Laminchimären aus A-Typ und B-Typ Laminen eingesetzt, in
Oozyten exprimiert und die Morphologie der Kernhülle anhand von TEM-Aufnahmen ana-
lysiert. Dabei wurde deutlich, dass die Fähigkeit von Lamin A Filamentschichten auszubil-
den, von der Schwanzdomäne des Proteins bestimmt wird. Laminchimären mit Lamin B2
Schwanzdomäne induzieren eine Proliferation der inneren Kernmembran, während Laminchi-
mären mit Lamin A Schwanzdomäne eine Filamentschicht ausbilden. Die Ausbildung einer
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Filamentschicht d.h. die laterale Anordnung von Filamenten ist somit durch die Lamin A
Schwanzdomäne bedingt.
Die Lamin A Schwanzdomäne wird durch die Exons sieben bis zwölf kodiert (Stick, 1992).
TEM-Untersuchungen einer Lamin A Variante, der die speziﬁsche Exon elf Region jedoch
fehlt, zeigen das die Expression dieses Proteins ebenfalls in Oozytenkernen zur Bildung einer
Filamentschicht führt (Masterarbeit Soniya Savant, Arbeitsgruppe Stick). Auch Lamin C,
eine Spleißvariante des Lamin A, dem die Region der Exons elf und zwölf fehlen, bildet
Strukturen aus, die zumindest eng an der Kernhülle anliegen und auf eine mögliche Schichtung
der Filamentbündel hindeuten (Mine Yedikapu, 2010, Diplomarbeit, Universität Bremen). Für
die Ausbildung von Filamentschichten, bzw. der lateralen Anordnung von Filamentschichten
scheint die Region des Exon elf somit nicht essentiell zu sein. Die aus den übrigen Exons
sieben bis zehn entstehende Proteinsequenz der Lamin A Schwanzdomäne muss daher für die
Bildung von Filamnetschichten verantwortlich sein.
Die Exons sieben bis zehn kodieren sowohl für das Kernlokalisationssignal (engl.: nuclear
localization signal NLS) als auch für die Ig-Domäne. Innerhalb dieses Bereiches interagiert
Lamin A mit verschiedenen Bindungspartnern, wie Aktin, Lap2α, der DNA, Emerin und dem
Sterol-Reaktion-Element-Bindungsprotein 1 (SREBP1) um nur einige zu nennen (Zastrow
et al., 2004). Mutationen, die innerhalb dieses Bereiches im LMNA-Gens auftreten, können
ED-EDMD, Gliedergürteldystrophie, geweitete Kardiomyopathie und Dunningham-Typ fa-
miliäre partielle Lipodystrophie hervorrufen (Krimm et al., 2002). Die Fülle an verschiedenen
Krankheitsbildern und Bindungspartner macht deutlich, dass diese Region nicht nur für die
Schichtung der lateralen Filamente verantwortlich ist. Vielmehr ist für Lamin A diese Regi-
on ein Bindungs- und Interaktionsmodul für zahlreiche Partner. Muskeldystrophien könnten
zwar mit einer veränderten Schichtung der Filamente erklärt werden, da sich bei veränderter
Schichtung die mechanischen Eigenschaften der Zellkerne ändern; jedoch sind Lipodystro-
phien, Insulinrestistenz und Diabetes melltitus eher auf eine veränderte Interaktion mit an-
deren Proteinen oder der DNA zurückzuführen. Muskeldystrosophien entstehen auch durch
Mutationen, die innerhalb der α-helikale Domäne von Lamin A auftreten. Für einen korrekten
Aufbau der Lamina sind sowohl eine korrekte Filamentbildung als auch eine korrekte Schich-
tung der Filamente nötig. Ist eine dieser beiden Faktoren gestört, kommt es zu Komplikationen
beim Aufbau der Lamina.
Ob die Ausbildung von Lamin A Filamentschichten, die durch Deletionsproteine gebildet
werden, Einﬂuss auf die Steiﬁgkeit der Zellkerne hat, muss geprüft werden. Hierfür bieten
sich zunächst die bereits vorhandenen Laminchimären an. Zudem können Untersuchungen
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von Lamin C in Xenopus Oozyten klären, ob dieses Protein einen vergleichbaren Beitrag zur
Steiﬁgkeit der Zellkerne leistet wie Lamin A.
4.7 Rolle von A-Typ und B-Typ Laminen auf die Steiﬁgkeit von Zellkernen
In vorangegangenen Zelldeformationsstudien konnte gezeigt werden, das Lamine A und C
nicht aber Lamin B1 die Zellkernmechanik beeinﬂussen (Lammerding et al., 2006). Dabei
wurden LMNA-deﬁziente, LMNA-heterozygote und LMNA-Wildtyp Fibroblasten aus Mau-
sembryonen untersucht. Ferner wurden Fibroblasten untersucht, bei denen das LMNB1-Gen
durch ein Fusionsgen aus LMNB1 und βgeo ersetzt worden war. Dabei zeigte sich, dass es
bei mechanischem Stress in Knockdown Lamin A Fibroblasten zu einer wesentlich stärkeren
Deformation des Zellkerns kommt, als bei Wildtyp Fibroblasten. Im Gegensatz dazu besit-
zen Zellkerne aus Knockdown Lamin B1 Fibroblasten keine Deformation (Lammerding et al.,
2006).
Die Kernhüllen von Lamin A und Lamin B1 Zellkernen zeigen in TEM-Aufnahmen eine
deutlich unterschiedliche Morphologie. Auch die AFM-Messungen von Oozytenkernen mit
Lamin A bzw. Lamin B1 machen deutlich, dass Lamin B1 im Gegensatz zu Lamin A keinen
Einﬂuss auf die mechanischen Eigenschaften des Zellkerns hat. Die Steiﬁgkeit der Lamin B1
Zellkerne liegt auf dem gleichen Niveau wie die der Kontrollkerne. Bei Lamin A kommt es zur
Ausbildung einer Filamentschicht, die im engen Kontakt mit der Kernhülle steht, während La-
min B1 die Proliferation der inneren Kernmembran induziert und zu Membranstapeln führt,
die nicht im engen Kontakt mit der Kernhülle stehen. Durch die Bildung von vielen übereinan-
der gelagerten Lamin A Filamenten an der Kernhülle kommt es zur Erhöhung der Steiﬁgkeit
des Zellkerns, die in bestimmten Geweben nötig ist. Die Beobachtung könnte erklären, warum
Zellen die einem höheren mechanischem Stress ausgesetzt sind, eine deutlich dickere Lamina
besitzen. Beispielsweise besitzen epidermale Epithelzellen und Zellen aus Knorpelgewebe, wel-





Lamine bilden die Klasse V der Intermediärﬁlamentproteine. Sie bilden im Zellkern Filamente
aus, die entlang der inneren Kernmembran die Kernlamina aufbauen. Der Kernlamina kommt
dabei eine wichtige Rolle beim Aufbau der Kernarchitektur zu und sie ist an eine Vielzahl
von Prozessen wie die Transkription, die Chromatinorganisation, die DNA-Replikation, die
DNA-Reparatur und der Genregulation beteiligt. Mutationen in Lamingenen, besonders im
LMNA-Gen, lösen eine Reihe von gewebespeziﬁschen Krankheiten aus, die als Laminopathien
bzeichnet werden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die es ermöglicht, den Beitrag
der Lamine zu den mechanischen Eigenschaften der Kernhülle zu quantiﬁzieren. Die ektopi-
sche Expression von Lamin A in Xenopus Oozyten führt zur Ausbildung zusätzlicher Lamin
A Filamentschichten. Zellkerne dieser Oozyten weisen eine erhöhte Steiﬁgkeit auf. Mit Hilfe
eines Rasterkraftmikroskopes wurden von isolierten Zellkernen Kraftkurven erstellt, mittels
derer die Steiﬁgkeit quantiﬁziert wurde. Sowohl die Steiﬁgkeit der Zellkerne als auch die Di-
cke der zusätzlichen Filamentschicht erhöht sich mit steigender Expression von Lamin A. Die
Dicke der Filamentschicht wurde anhand von TEM-Aufnahmen bestimmt. Die Kombinati-
on der Bestimmung von Steiﬁgkeit und Filamentschichtdicke erlaubte die Berechnung der
Elastizitätsmoduln. Diese lagen in derselben Größenordnung wie das E-Modul von Desmin.
Zellkerne von Xenopus Oozyten besitzen ein schwammartiges Netzwerk aus β-Aktin, das
zur mechanischen Stabilität dieser Zellkerne wesentlich beiträgt. Zellkerne aus denen durch
Expression des entsprechenden Exportfaktors β-Aktin entfernt wird, sind extrem fragil. Im
Gegensatz dazu behalten Zellkerne mit Lamin A ihre Steiﬁgkeit bei, unabhängig davon ob
sie β-Aktin enthalten oder nicht. Dies zeigt, dass die Steiﬁgkeit solcher Zellkerne durch die
Filamentschicht bedingt wird.
In weiteren Versuchen wurde auch der Einﬂuss von Lamin B1 auf die Steiﬁgkeit von Oozy-
tenkernen untersucht. Es stellte sich heraus, dass die Expression von Lamin B1 die Steiﬁgkeit
der Zellkerne nicht verändert. Die unterschiedlichen Kernhüllenmorphologien, die nach Ex-
pression von A-und B-Typ Laminen beobachtet wurden, könnten hierfür die Ursache sein.
A-Typ Lamine bilden Filamentschichten direkt an der inneren Kernmembran aus. B-Typ
Lamine hingegen induzieren intranukleäre Membranen. Die B-Typ Filamente beﬁnden sich
auf diesen Membranen und tragen nicht zur Steiﬁgkeit der Kernhülle bei. Mittels Chimären,
bestehend aus A-Typ und B-Typ Laminen konnte gezeigt werden, dass die Schwanzdomäne






Im Rahmen dieser Arbeit sollte mittels des humanen Exportin-6 β-Aktin aus dem Zell-
kern entfernt werden. Hierzu musste das humane cDNA-Insert (KIAA070) (Abbildung 36)
im mCherry-Vektor (Abbildung 37) in den pCS2+-Flag-Vektor (Abbildung 38) umkloniert
werden. Durch Sequenzierung wurde dessen exakte Position innerhalb des mCherry-Vektors
emittelt (Abbildung 39 und 40). Anschließend wurde das cDNA-Insert umkloniert (siehe auch
Methoden Seite 18).
In einem Vorversuch wurden 300 ng/μl Flag-Exportin-6 mRNA in die Oozyten injiziert
und eine Westernblotanalyse durchgeführt. Dies sollte klären, ob es zu einer Expression von
Flag-Exportin-6 kommt und ob β-Aktin durch Exportin-6 aus dem Zellkern transportiert wird
(Abbildung 41). Der Zellkern und das Zytoplasma einer nicht injizierten Oozyte diente dabei
sowohl als Negativkontrolle (für Lamin A und Exportin-6) und auch als Positivkontrolle (für
β-Aktin).
Im anschließenden Versuch wurde zwei Stunden nach der Injektion von Flag-Exportin-6




Abbildung 36: Darstellung der Nukleotidsequenz von humanen Exportin-6. Die Origninalsequenz
ist bei NCBI unter KIAA0370 zu ﬁnden. Es sind verschiedene Restriktionstellen und die Enzyme
benannt, die an diesen Stellen schneiden.
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Abbildung 37: mCherry-Vektor. Das humane Exportin-6 PCR-Fragment (clone KIAA0370 der Ka-
zusa cDNA-Bank; sj06874), welches sich im mCherry-Vektor befand (Gorman, 1985; Haas et al.,
1996), wurde von Cora-Ann Schoeneberger, Biozentrum Universität Basel, Schweiz zur Verfügung ge-
stellt. Das Fragment wurde zwischen den Schnittstellen KpnI und BamHI eingefügt. Nach Clontech
Labortories Inc., Mountain View, CA, USA
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Abbildung 38: pCS2+-Vektor. Für die Expression der Lamine und des Exportin-6 diente der
pCS2+-Vektor (Rupp et al., 1994; Turner und Weintraub, 1994). Im verwendeten Vektor beﬁndet
sich zwischen den Schnittstellen BamHI und EcoRI ein Flag-Epitop (DYKDDDDK).
Abbildung 39: Darstellung der mCherry-Nukleotidsequenz, die bei der 5`-Sequenzierung aus dem
Exportin-6 Insert erhalten wurde. Die blau hinterlegten Bereiche stellen den Anfang des 5`-Endes des




Abbildung 40: Darstellung der mCherry-Nukleotidsequenz, die bei der 3`-Sequenzierung aus dem
Exportin-6 Insert erhalten wurde. Die blau hinterlegten Bereiche stellen den Anfang des 3`-Endes des




Abbildung 41: Gel091. Coomassiefärbung (oben) und Immunoblot (rechs) von Xenopus Oozyten-
kernen und Zytoplasmen. Immundektion von Exportin-6 und β-Aktin. Als Kontrolle diente das Äqui-
valent eines Zellkerns und eines Zytoplasmas aus einer nicht injizierten Oozyte. Exportin-6 trug am
N-Terminus ein Flag-Epitop und wurde mit dem monoklonalen anti Flag Antikörper M2 detektiert.
Für den Antikörper M2 wurde eine Verdünnung von 1:30.000, für den Antikörper ab8224 eine Verdün-
nung von 1:5.000 eingesetzt. Es erfolgte zunächst eine Inkubation mit dem Antikörper M2, anschlie-
ßend mit dem Antikörper ab8224. In den Zellkernen der Flag-Exportin-6 exprimierenden Oozyten war
kein β-Aktin detektierbar. Die Expositionszeit betrug eine Minute. Spur M = Marker; Spur 1 = ein
Äquivalent eines Zytoplasma einer nicht injizierten Oozyte; Spur 2 = ein Äquivalent eines Zellkerns
einer nicht injizierter Oozyte; Spur 3 bis 7 = jeweils ein Äquivalent eines Zellkerns einer Oozyte, der
300 ng/μl Flag-Exportin-6 mRNA injiziert wurde; Spur 8 = drei Äquivalente Zellkerne aus Oozyten,
die mit 300 ng/μl Flag-Exportin-6 mRNA injiziert wurde. Der Größenstandard ist beim Immunoblot
links in kD angegeben.
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Abbildung 42: Gel092. Coomassiefärbung (oben) und Immunoblot (rechs) von Xenopus Oozyten-
kernen und Zytoplasmen. Immundektion von Lamin A, Exportin-6 und β-Aktin in Oozytenkernen.
Als Kontrolle diente das Äquivalent eines Zellkerns und eines Zytoplasmas aus einer nicht injizier-
ten Oozyte. Lamin A und Exportin-6 trugen am N-Terminus ein Flag-Epitop und wurden mit dem
monoklonalen anti Flag Antikörper M2 detektiert. β-Aktin wurde mit dem Antikörper ab8224 nach-
gewiesen. Für den Antikörper M2 wurde eine Verdünnung von 1:30.000, für den Antikörper ab8224
eine Verdünnung von 1:5.000 eingesetzt. Es erfolgte zunächst eine Inkubation mit dem Antikörper M2,
anschließend mit dem Antikörper ab8224. Die Expositionszeit betrug eine Minute. M = Marker; 1 =
ein Äquivalent eines Zytoplasma einer nicht injizierten Oozyte; 2 = ein Äquivalent eines Zellkerns einer
nicht injizierter Oozyte; 3 bis 7 = jeweils ein Äquivalent eines Zellkerns einer Oozyte Flag-Lamin A &
Exportin-6; 8 = fünf Äquivalente Zellkerne aus Flag-Exportin-6 & Flag-Lamin A Oozyten ; 9 = ein
Äquivalent eines Zytoplasma einer Flag-Exportin-6 & Flag-Lamin A Oozyte. Der Größenstandard ist
beim Immunoblot links in kD angegeben. Dieser Wesernblot ist das Original zu Abbildung 21.
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6.2 Puﬀer, Lösungen und Medien
5:1 Hepes-Puﬀer: 83 mM KCl, 17 mM NaCl, 10 mM Hepes-KOH, pH 7,2
BamHI-Puﬀer: 100 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.02% Triton X-100, 0.1 mg/ml BSA, 10 mM
Tris-HCl, pH 8,0
Borat-Transferpuﬀer: 20 mM EDTA, 400 mM Borat, pH 8,8
Coomassie-Lösung: 0,2% Coomassie Brilliant Blue R 250, 40% Ethanol, 5% Essigsäure
EcoRI-Puﬀer: 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.02% Triton X-100, 0.1 mg/ml BSA, 50 mM
Tris-HCl, pH 7,5
Entfärber-Lösung: 40% Ethanol, 5% Essigsäure
Fixativ: 80 mM KCl, 20 mM NaCl, 2,5% Glutaraldehyd, 50 mM Natriumkacodylat, pH 7,2
LB-Medium: 0,17 M NaCl, 12 mM MgCl2, 12 mM MgSO4, 1% Trypton Pepton, 0,5%
Hefeextrakt, pH 7,5
Ligase-Puﬀer: 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP, 40 mM Tris-HCl, pH 7,5
MBS-Puﬀer: 88 mM NaCl, 0,82 mM MgSO4, 0,41 mM CaCl2, 0,33 mM Ca(NO3)2, 2,4 mM
NaHCO3 , 1 mM KCl, 15 mM Hepes-KOH, pH 7,8
MEB-Puﬀer: 250 mM Saccharose, 50 mM KCl, 20 mM β-Glycerophosphat, 2 mM MgCl2;
1 mM DTT, 1 mM EGTA, 10 mM Hepes-KOH, pH 7,0
Niedrig-Salz-Puﬀer: 1 mM EDTA, 10 mM Hepes-KOH, pH 7,4
OR-2-Puﬀer: 82,5 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 1 mMMgCl2, 1 mMNa2HPO4, 5 mM Hepes-KOH,
pH 7,8
Orange-G-Puﬀer: 60 mM EDTA, 60% Glycerol, 0,03% Xylen Cyanol FF, 0,15% Orange-G,
10 mM Tris-HCl, pH 7,6
Orange-Puﬀer: 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0,1 mg/ml BSA, 50 mM Tris-HCl, pH 7,5
PBS-Tween-Puﬀer: 1,4 M NaCl, 26 mM KCl, 14 mM KH2PO4, 66 mM Na2HPO4, 0,25%
Tween-20, pH 7,4
Sammelgel: 6% Arcylamid, 0,16% Bisacrylamid, 0,75 mM EDTA, 0,1% SDS, 0,1% Thiodi-
glykol, 375 mM Tris-HCl, pH 6,8
Sol E: 100 mM DTT, 0,4 mM EDTA, 17,4% (w/v) autoklaviertes Glycerin, 6% (w/v) SDS;
Bromphenolblau, 50 mM Tris-HCl, pH 6,8
Tango-Puﬀer: 66 mM K-Acetat, 10 mM Mg-Acetat, 0.1 mg/ml BSA, 33 mM Tris-Acetat,
pH 7,9
TBE-Puﬀer: 89 mM Borsäure, 2 mM EDTA, 89 mM Tris-base, pH 8,0
TE-Puﬀer: 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8,0
TELT-Puﬀer: 2,5 M LiCl, 62,5 mM EDTA, 0,4% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl, pH 7,5
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Trenngel: 10% Arcylamid, 0,3% Bisacrylamid, 0,75 mM EDTA, 0,1% SDS, 0,1% Thiodigly-
kol, 375 mM Tris-HCl pH 8,8
Tris-Glycin-Elektronenpuﬀer: 192 mM Glycin, 25 mM Trisbase, 1% SDS (w/v)
6.3 Versuchstiere, Präparationskits und Antikörper
6.3.1 Versuchstiere
Die amerikansichen Krallenfrösche der Gattung Xenopus laevis wurden von der African Xeno-
pus Facility (Knysna, Südafrika) oder der Firma Kähler (Hanmburg, Deutschland) bezogen.
Die Haltung und Behandlung der Tiere erfolgte nach den Bestimmungen des Tierschutzes.
6.3.2 Präparationskits
Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
Prod.-Nr. 4337449, Fa. Applied Biosystems, Langen, D
Qiaquick Gel Extraction Kit
Cat. No. 28704, Qiagen GmbH, Hilden, D
RNeasy Mini Kit
Cat. No. 74104, Qiagen GmbH, Hilden, D
QIAGEN Plasmid Midi Kit
Cat. No. 12143, Qiagen GmbH, Hilden, D
Nucleobond Xtra Midi Plus
REF 740412.50, Macherey-Nagel GmbH & Ko. KG, Düren, D
Qiaquick PCR Puriﬁcation Kit
Cat. No. 28106, Qiagen GmbH, Hilden, D
6.3.3 Antikörper
ANTI FLAG M2, monoklonaler Antikörper
Konz.: 5mg/ml Product Code F3165, Fluka Sigma-Aldrich, München, D
beta Actin antibody ab8224
mAbcam 8224, Abcam pic, Cambridge, UK
Peroxidase-konjugierter Ziege Anti Mouse IgG





DBA Art. Nr.: 8623.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
DMP-30 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
MS222 Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Aceton Fisher Scientiﬁc, Schwerte, D
Agar Difco, Voigt Global Distribution Inc., Lawrence, KS, USA
Agarose SeaKem, Cambrex Bio Science Rockland Inc.,
Rockland, ME, USA
APS Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Ampicillin Biomol GmbH, Hamburg, D
Bleinitrat Art. Nr.: 6310630, Fa. Merck, Darmstadt, D
Borsäure Fluka Sigma-Aldrich, München, D
BSA Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Bromphenolblau Fa. Merck, Darmstadt, D
Calciumchlorid Fa. Merck, Darmstadt, D
Calciumnitrat Fa. Merck, Darmstadt, D
Coomassie Brilliant Blue R 250 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D
Collagenase Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Dextranblau Art. Nr.: 31393, Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Dikaliumhydrogenphosphat Fa. Merck, Darmstadt, D
Dinatriumhydrogenphosphat Fa. Merck, Darmstadt, D
DMP-30 Art. Nr.: 8621.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
DTT Biomol GmbH, Hamburg, D
Essigsäure Honeywell Riedel de Haen, Seelze, D
Ethanol Fluka Sigma-Aldrich, München, D
EDTA Fluka Sigma-Aldrich, München, D
EGTA Fa. Merck, Darmstadt, D
Gerbsäure Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Glukose Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Glutaraldehyd Art. Nr.: 23115, Lot: P080018, Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, D
Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
β-Glycerophosphat Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Glycidether Art. Nr.: 8619.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
97
6 Anhang
Glycin Biomol GmbH, Hamburg, D
Glykogen Boehringer Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim, D
Hefeextrakt Fa. Merck, Darmstadt, D
Hepes-KOH Biomol GmbH, Hamburg, D
HPLC-Wasser (Lichrosolv) Fa. Merck, Darmstadt, D
Kaliumacetat Honeywell Riedel de Haen, Seelze, D
Kaliumchlorid Fa. Merck, Darmstadt, D
Kaliumhydroxid Fa. Merck, Darmstadt, D
Lithiumchlorid Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Magnesiumacetat Honeywell Riedel de Haen, Seelze, D
Magnesiumchlorid Acros Organics, Geel, B
Magnesiumsulfat Fluka Sigma-Aldrich, München, D
MNA Art. Nr.: 8639.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Natriumacetat Honeywell Riedel de Haen, Seelze, D
Natriumchlorid Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Natriumcitrat Honeywell Riedel de Haen, Seelze, D
Natriumhydrogencarbonat Fa. Merck, Darmstadt, D
Natriumhydroxid Honeywell Riedel de Haen, Seelze, D
Natriumkacodylat Art. Nr.: 5169.2, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
SDS Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Orange-G Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Osmiumteroxid Art. Nr.: 31253, Lot: 090465, Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, D
Poly-L-Lysin Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Rotiphorese Gel 30 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Saccharose Acros Organics, Geel, B
Sepharose Fluka Sigma-Aldrich, München, D
TEMED Fa. Merck, Darmstadt, D
Thiodiglykol Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Tris-Acetat Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Tris-Base Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Tris-HCl Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Triton X-100 Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Trypton Pepton Fluka Sigma-Aldrich, München, D
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Tween-20 Fluka Sigma-Aldrich, München, D
Uranylacetat Art. Nr.: 2529565, Fa. Merck, Darmstadt, D
Uranylacetat Art. Nr.: 2250550, Honeywell Riedel de Haen, Seelze, D
6.5 Abkürzungsverzeichnis
AD-EDMD autosomal dominante Emery-Dreifuss Muskeldystrophie
AFM engl.(atomic force microsope)
ÄKM äußere Kernmembran
ANC-1 engl. mitochondrial adenine nucleotide carrier 1
APS Ammoniumpersulfat
ARP engl. (actin-related proteins)
ATP Adenosintriphosphat
BAF engl. (barrier-to-autointegration factor)
BamHI Bacillus amyloliquefaciens Stamm H Endonuklease I
BSA bovines Serumalbumin
C Cantilever
CAAX Cystein, aliphatische Aminosäure, X = beliebige Aminosäure
Ce-Lamin Caenorhabditis elegans Lamin
CH Calponin-Homologie-Domäne
DBA Dodecenylbernsteinsäureanhydrid
dd engl. (double destilled)
DMP-30 2,4,6-Tri(dimethylaminomethyl)-phenol
DNA engl. (deoxyribonucleic acid)
DTT Dithiotthreitol
EcoRI Escherichia coli Stamm R Endonuklease I
EDTA engl. (ethylene diamine tetraacetic acid)
EGTA engl. (ethylene glycol tetraacetic acid)
ER endoplasmatisches Retikulum
FACE1 engl. (farnesylated proteins-converting enzyme 1 gene)
FPLD engl. (Familial Partial Lipodystrophy, Dunnigan-Type)
FRAP engl. (fluorescence recovery after photobleaching)
FRET engl. (Förster resonance energy transfer)




HGPS Hutchinson-Gilford Progerie Syndrom




KASH engl Klarsicht ANC-1 Syne Homology
KPK Kernporenkomplex
LAP engl. (Lamina associated polypetide)
LB engl. (lysogeny broth)
LBR engl. (Lamin binding receptor)
LEM LAP2, Emerin, MAN1
LIII Lamin III
LINC engl. (linker of nucleoskeleton and cytoskeleton)
LMNA Lamin A Gen
LMNB1 Lamin B1 Gen
LMNB2 Lamin B2 Gen
MAD Mandibulare Dysplasie
MAN1 MAN Antigen 1
MBS engl. (modiﬁed Barth‘ssaline)




NLS engl.: nuclear localization signal
NotI Nocardia otitidiscaviarum Endonuklease I
NTA engl. (nitrilotriacetic acid)
NTP engl. (nucleoside triphosphate)
OR-2 engl. (oocyte ringers-medium 2)
PBS engl. (phosphate-buﬀered saline)
PCNA engl. (proliferating cell nuclear antigen)
PCR engl. (polymerase chain reaction)
PNS perinukleärer Spalt





RFC engl. (replication factor complex)
RNA engl. (ribonucleic acid)
SDS engl. (sodium dodecyl sulfate)
SDS-PAGE engl. (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
Ste24p sterile Saccharomyces cerevisiae 24 Protein
SREBP1 textitengl. (sterol regulator element binding protein)
Sad1p engl. (S-phase arrest-defective 1 protein)
SnaBI Sphaerotilus natans Stamm B Endonuklease I
SOC engl. (superoptimal broth with catabolite repression)
SUN Sad1p UNC-84p










Zmpste24 engl. (zinc metalloprotease Ste24 homolog)
6.6 Abbildungsverzeichnis
Alle Abbildungen innerhalb dieser Dissertation und deren Originale beﬁnden sich auf der bei-
liegenden DVD in dem Ordner “Abbildungen“. Die Tabellen 1 bis 4 geben den Namen, die
Abbildungsnummer und die Position der Abbildungen an, die in der Dissertation verwendet
wurden. Die Tabellen 4 bis 9 geben den Namen, die Abbildungsnummer, die Negativnum-
mer (bei TEM-Aufnahmen), die Vergrößerung (bei TEM-Aufnahmen) und die Position der
Originalquelle einer Abbildung an.
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Tabelle 1: Position der Abbildungen eins bis elf auf der beiliegenden DVD
Abb. Objekt- oder Graﬁkinhalt der folgende Pfad führt zur Abbildung, die in der
Dissertation verwendet wurde
1 Aufbau von Laminen (nach Stuur-




(nach Dechat et al., 2008)
/Abbildungen/01_Einleitung/fertige_Bilder/
Abbildung102-img102.png




















9 Federkonstante vs. Steigung /Abbildungen/02_Methoden/fertige_Bilder/
Abbildung205-img205.png
10 Kraftkarte mit Beipsielen /Abbildungen/02_Methoden/fertige_Bilder/
Abbildung206-img206.png




Tabelle 2: Position der Abbildungen zwölf bis 23 auf der beiliegenden DVD
Abb. Objekt- oder Graﬁkinhalt der folgende Pfad führt zur Abbildung, die in der
Dissertation verwendet wurde
12 Schalen- und Hertzmodel /Abbildungen/03_Ergebnisse/fertige_Bilder/
Abbildung301-img301.png






15 Federkonstanten ni., 0,5 ng DNA
und 1,5 ng DNA
/Abbildungen/03_Ergebnisse/fertige_Bilder/
Abbildung304-img304.png




17 TEM Kernhülle ni., Lamin A, Prä-
lamin A, n.p. Prälamin A
/Abbildungen/03_Ergebnisse/fertige_Bilder/
Abbildung306-img306.png


















23 Federkonstante ni, Lamin A, La-





Tabelle 3: Position der Abbildungen24 bis 35 auf der beiliegenden DVD
Abb. Objekt- oder Graﬁkinhalt der folgende Pfad führt zur Abbildung, die in der
Dissertation verwendet wurde
24 Mittelwerte der Federkonstante ni,




25 Unterschiedliche Laminadicken bei
Lamin A & Exp6
/Abbildungen/03_Ergebnisse/fertige_Bilder/
Abbildung314-img314.png
26 Gemessene Laminadicken von 12
Zellkernen Lamin A & Exp6
/Abbildungen/03_Ergebnisse/fertige_Bilder/
Abbildung315-img315.png




28 Federkonstante vs. Dicke der Lami-
na aus 3 Experimenten
/Abbildungen/03_Ergebnisse/fertige_Bilder/
Abbildung316B-img316B.png
29 Kraftkurven ni, Lamin A, Lamin B1 /Abbildungen/03_Ergebnisse/fertige_Bilder/
Abbildung317-img317.png
30 Federkonstante ni, Lamin A, La-
min B1 aus 4 Experim.
/Abbildungen/03_Ergebnisse/fertige_Bilder/
Abbildung318-img318.png
31 Mittelwerte der Federkonstante ni,
Lamin A, Lamin B1 aus 4 Experim.
/Abbildungen/03_Ergebnisse/fertige_Bilder/
Abbildung319-img319.png




33 REM Kernhülle Lamin B2 /Abbildungen/03_Ergebnisse/fertige_Bilder/
Abbildung321-img321.png
34 TEM Kernhülle Laminchimären /Abbildungen/03_Ergebnisse/fertige_Bilder/
Abbildung322-img322.png






Tabelle 4: Position der Abbildungen 36 bis 42 auf der beiliegenden DVD
Abb. Objekt- oder Graﬁkinhalt der folgende Pfad führt zur Abbildung, die in der
Dissertation verwendet wurde




37 Vektorkarte des pCS2+-Vektor /Abbildungen/05_Anhang/fertige_Bilder/
Abbildung501-img501.png
38 Vektorkarte des mCherry-Vektor /Abbildungen/05_Anhang/fertige_Bilder/
Abbildung502-img502.png
39 mCherry-Nukleotidsequenz 5-Strich /Abbildungen/05_Anhang/fertige_Bilder/
Abbildung506-img506.png
40 mCherry-Nukleotidsequenz 3-Strich /Abbildungen/05_Anhang/fertige_Bilder/
Abbildung507-img507.png




42 Gel092 Nachweis von Exportin-6,










Objekt- oder Graﬁkinhalt Der folgende Pfad führt zum Origi-
nalbild oder Quelle einer Abbildung
1 Aufbau von Laminen (nach Stuur-
man et al., 1998)
/Abbildungen/01_Einleitung/Ori-
ginal/Sturrman et al, 1998_R.pdf
2 posttranslationale Modiﬁkationen
(nach Dechat et al., 2008)
/Abbildungen/01_Einleitung/Ori-
ginal/Dechat el al., 2010.pdf
3 Filamentbildung (nach Ben-
Harush et al., 2009)
/Abbildungen/01_Einleitung/Ori-
ginal/Ben-Harush et al., 2009.pdf






6 Komponeten u. Funktionweise ei-
nes AFM (Radmacher, 2007)
/Abbildungen/02_Methoden/Ori-
ginal/ Radmacher, 2007.pdf










11 11671 10500 Bestimmung der Laminadicken /Abbildungen/03_Ergebnisse/Ori-
ginal/ 11671.tif
12 Schalen- und Hertzmodel /Abbildungen/03_Ergebnisse/Ori-
ginal/ SchalevsHertz.svg






15 Federkonstanten ni., 0,5 ng DNA










Objekt- oder Graﬁkinhalt Der folgende Pfad führt zum Origi-
nalbild oder Quelle einer Abbildung




17 TEM Kernhülle ni., Lamin A, Prä-
lamin A, n.p. Prälamin A
/Abbildungen/03_Ergebnisse/Origi-
nal/ ni_PraeA_A_pfA.svg
17 A 11160 26000 nicht injiziert Kernhülle /Abbildungen/03_Ergebnisse/Origi-
nal/11160.tif




17 C 9930 13200 Prälamin A, Kernhülle /Abbildungen/03_Ergebnisse/Origi-
nal/09930.tif
17 D 10317 10500 Lamin A -Arg, Kernhülle /Abbildungen/03_Ergebnisse/Origi-
nal/10317.tif
17 E 10318 10500 Lamin A -Arg, Kernhülle /Abbildungen/03_Ergebnisse/Origi-
nal/10318.tif







































Objekt- oder Graﬁkinhalt Der folgende Pfad führt zum Origi-
nalbild oder Quelle einer Abbildung










23 Federkonstante ni, Lamin A, La-
min A & Exp6 aus 3 Experimenten
/Abbildungen/03_Ergebnisse/Origi-
nal/Abb23/
24 Mittelw. der Federkonst. ni, La-




25 Unterschiedliche Laminadicken bei
Lamin A & Exp6
/Abbildungen/03_Ergebnisse/Origi-
nal/Lamin_A_exp6_Dicke.svg
























26 Gemessene Laminadicken von 12
Zellkernen Lamin A & Exp6
/Abbildungen/03_Ergebnisse/Origi-
nal/Dickenmessung_exp6.pxp




28 Federkonstante vs. Dicke der La-










Objekt- oder Graﬁkinhalt Der folgende Pfad führt zum Origi-
nalbild oder Quelle einer Abbildung




30 Federkonstante ni, Lamin A, La-
min B1 aus 4 Experim.
/Abbildungen/03_Ergebnisse/Origi-
nal/Abbildung30/
31 Mittelw. der Federkonst. ni, La-
min A, Lamin B1 aus 4 Experim.
/Abbildungen/03_Ergebnisse/Origi-
nal/Abb30/GiveMeATable.pxp












33 REM Kernhülle Lamin B2 /Abbildungen/03_Ergebnisse/Origi-
nal/Abb33_SEM_s_i5475_b.png
34 TEM Kernhülle Laminchimaeren /Abbildungen/03_Ergebnisse/Origi-
nal/Abb34_Laminchimaaeren.svg






























Tabelle 9: Position der Originalquellen der Abbildungen 36 bis 42 auf der beiliegenden DVD
Abb. Objekt- oder Graﬁkinhalt Der folgende Pfad führt zum Originalbild oder Quelle
einer Abbildung




37 Vektorkarte des pCS2+-Vektor /Abbildungen/05_Anhang/Original/
pcs2_plus_map_rev2.gif
38 Vektorkarte des mCherry-Vektor /Abbildungen/05_Anhang/Original/ PT3976-5.pdf
39 mCherry-Nukleotidsequenz 5-Strich /Abbildungen/05_Anhang/Original/
AGStick_069_E04_2009-07-07.ab1.fa
40 mCherry-Nukleotidsequenz 3-Strich /Abbildungen/05_Anhang/Original/
AGStick_070_F04_2009-07-07.ab1.fa
41 Gel091 Nachweis von Exportin-6
und Aktin Export
/Abbildungen/05_Anhang/Original/ Abbildung_36
42 Gel092 Nachweis von Exportin-6,
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